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1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1. MORFOLOGÍA Y FUNCIÓN PLAQUETARIAS 
 
1.1.1. Morfología plaquetaria 
Las plaquetas fueron identificadas, por primera vez, por Bizzozzero, en 1882, 
como elementos corpusculares de la sangre. Unos años más tarde, en 1888, Eberth y 
Schimmelbusch desvelaron la importancia de las plaquetas en la formación del tapón 
hemostático. Un hito importante en el conocimiento de la morfología y función 
plaquetarias fue el postulado de Aschoff (1925) de cómo la formación de fibrina y la 
subsiguiente formación de un trombo estaría precedida por cambios morfológicos de 
los elementos corpusculares sanguíneos. Las plaquetas son los corpúsculos más 
pequeños de la sangre (diámetro 2-4 µm) y, en condiciones fisiológicas, su número 
varía de 150.000 a 300.000/mm3. Las plaquetas son corpúsculos anucleados que se 
forman en la médula ósea a partir de protuberancias de la membrana plasmática y del 
citoplasma de los megacariocitos. Su vida media en la circulación es de 
aproximadamente 10 días. 
El desarrollo de los megacariocitos y la producción de plaquetas es un único 
proceso (Behnke y Forer, 1998). Durante la maduración megacariocítica se produce 
duplicación nuclear en ausencia de división celular, obteniéndose al final células de 
gran tamaño. Los orgánulos citoplasmáticos se organizan en dominios delimitados por 
una red de invaginaciones de la membrana plasmática que representan las futuras 
plaquetas nacientes. En la médula ósea los megacariocitos se localizan próximos a las 
paredes sinusoidales facilitando la salida al torrente sanguíneo de largos segmentos 
citoplasmáticos. La trombopoyetina es la hormona que controla el desarrollo 
megacariocítico (Kaushansky, 1995) al que también contribuyen otras citoquinas 
como las interleuquinas 3, 6 y 11. La trombopoyetina es el ligando del receptor de 
membrana de megacariocitos y plaquetas denominado c-mpl. Ratones genéticamente 
deficientes en c-mpl presentan disminución del número de plaquetas y megacariocitos 
y cantidades normales del resto de células hematopoyéticas (Gurney et al, 1994). Por 
tanto, la trombopoyetina parece ser el mayor, aunque no el único, regulador de la 
producción plaquetaria. 
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Las fotografías superiores, obtenidas mediante microscopía electrónica de barrido, muestran la 
forma discoidea de las plaquetas en reposo (izquierda) y la forma esférica, con largos pseudópodos, de 
las plaquetas activadas (derecha). Las fotografías inferiores  corresponden a secciones de plaquetas en 
reposo (izquierda) o activadas (derecha) obtenidas con un microscopio electrónico de transmisión. En 
el panel de la izquierda se señalan los distintos orgánulos subcelulares que se observan en la fotografía 
anterior. (George, 2000) 
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Las plaquetas en reposo tienen forma discoidea y cambian a una forma globular 
con pseudópodos (hasta 5 µm de largo) cuando son activadas (Figura 1) (White, 
1987). La membrana plasmática plaquetaria está formada por una típica bicapa 
lipídica en la cual se hallan encastradas diferentes glucoproteínas (GP), receptores 
para la activación e interacción con otras células. Además, la membrana plaquetaria 
posee receptores específicos de diversos agonistas (ADP, epinefrina y trombina, entre 
otros) acoplados a proteínas G (Brass et al, 1993). La unión del agonista genera la 
producción de segundos mensajeros que elevando los niveles de calcio citoplasmático 
(Rink y Sage, 1990), activan los sistemas enzimáticos y las vías de señalización que 
participan en la activación plaquetaria. 
La actina (10-20%) y la miosina (15-20%) dan cuenta de la mayor parte de las 
proteínas plaquetarias y forman una trama citoplasmática tridimensional. Una 
segunda red bidimensional de fibras más cortas de actina forman un esqueleto 
submembranar que es responsable de la forma discoidea de la plaqueta en reposo. Los 
receptores de membrana están unidos a esta red a través de proteínas fijadoras de 
actina (ABP). Haces marginales de microtúbulos (microtúbulos de soporte o apoyo, 
MTS) contribuyen junto con el esqueleto de actina al mantenimiento de la forma 
discoidea de la plaqueta. En la periferia, cerca de los microtúbulos de soporte (MTS) 
se halla un sistema membranar denominado sistema tubular denso (STD), 
denominado así en base a su inherente opacidad electrónica. El STD sirve como 
depósito de calcio y araquidonato y es el lugar de síntesis del tromboxano, dado que 
es en donde se localiza el enzima ciclooxigenasa (COX). La proximidad al MTS 
sugiere que su orígen es similar al del retículo sarcoplásmico del tejido muscular. En 
torno a la zona de los orgánulos intracelulares se halla un sistema membranar formado 
por invaginaciones de la membrana plaquetaria. Dado que este sistema está conectado 
con la superficie plaquetaria, es denominado sistema canalicular abierto (SCA) y su 
extroversión permite el aumento del cociente superficie/volumen durante la activación 
plaquetaria. 
La distribución intracelular de orgánulos es casi uniforme en el citoplasma de 
plaquetas en reposo. Al igual que otros tipos celulares, el gasto energético de las 
plaquetas en reposo se obtiene del metabolismo oxidativo mitocondrial. Los gránulos 
de secreción son los orgánulos más abundantes (~40/plaqueta). Hay dos tipos de 
gránulos de secreción (Marcus et al, 1966): (a) gránulos densos que contienen 
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serotonina, ADP y calcio (McNicol e Israels, 1999); (b) gránulos α que contienen 
factor von Willebrand y factor-4 plaquetario, sintetizados por los megacariocitos, 
fibrinógeno procedente del plasma, adquirido por endocitosis mediada por receptor, y 
proteínas plasmáticas como albúmina, factor V o inmunoglobulinas, adquiridas por 
pinocitosis (Harrison y Cramer, 1993). Tras la activación plaquetaria, se libera el 
contenido granular contribuyendo así a diversas interacciones celulares. 
En los procesos hemostáticos o trombóticos las plaquetas se unen a distintos 
componentes de la pared vascular o interaccionan entre ellas o con otras células. 
Todos estos fenómenos están mediados por receptores de adhesión presentes en la 
superficie plaquetaria. Entre estos receptores están presentes integrinas, 
inmunoglobulinas, selectinas y proteínas ricas en leucina. Los más abundantes son 
glucoproteínas de la familia de las integrinas (Hynes, 1992; Berman y Kozlova, 2000) 
como αIIbβ3 (receptor de fibrinógeno), α2β1 (receptor de colágeno), α6β1 (receptor de 
laminina), α5β1 (receptor de fibronectina) y αvβ3 (receptor de vitronectina). Entre las 
proteínas ricas en leucina que se expresan en plaquetas está el complejo GPIb-IX-V, 
cuyo ligando es el factor von Willebrand (Judson et al, 1982; Clemetson, 1997).Otros 
receptores de adhesión son la P-selectina (GMP-140; Johnston, 1989) que está 
localizada en los  gránulos α y se incorpora a la membrana plasmática durante el 
proceso de secreción, y moléculas de adhesión celular como PECAM-1 (Albelda et 
al, 1991). A pesar del gran número y variedad de receptores de adhesión, las 
plaquetas circulan normalmente en suspensión. Esto se debe a que los receptores de 
las plaquetas circulantes se hallan en un estado de baja afinidad por sus ligandos y 
también a que los ligandos y activadores presentes en la matriz extracelular sólo son 
accesibles cuando se produce la ruptura de la pared vascular. 
 
1.1.2. Fisiología plaquetaria: Hemostasia 
Las plaquetas contribuyen al mantenimiento de la circulación preservando la 
integridad vascular y controlando la hemorragia tras una lesión de la pared vascular. 
Este proceso comprende una serie de acontecimientos regulados de forma coordinada 
que se definen como hemostasia (Sixma, 1977; Bick y Murano, 1994). Los 
mecanismos fundamentales implicados incluyen: adhesión, agregación, secreción y 
coagulación.
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Tras una lesión vascular, las plaquetas se adhieren al subendotelio mediante la interacción de los 
complejos GPIb-IX con el factor von Willebrand. Este anclaje inicial de las plaquetas permite la 
activación plaquetaria y la liberación del contenido de los gránulos, desencadenando el fenómeno de 
agregación mediante interacciones plaqueta-plaqueta a través de los receptores de fibrinógeno. 
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Al producirse un daño en el endotelio vascular quedan expuestas las proteínas de la 
matriz subendotelial que promueven el contacto inicial y “adhesión” de las plaquetas 
a la zona lesionada. En este proceso intervienen múltiples sustratos (factor von 
Willebrand, colágeno, fibronectina, laminina, etc.) y receptores plaquetarios (GPIb-
IX-V, integrinas α2β1, α5β1 y αIIbβ3; Shattil y Bennett, 1981; Hynes, 1991). La 
interacción del factor von Willebrand con el complejo GPIb-IX sirve como un anclaje 
inicial de la plaqueta a la zona dañada y permite la interacción posterior del resto de 
receptores con sus ligandos (Houdijk y Sixma, 1985; Sakariassen et al, 1986; 
Ruggeri, 1995, 1997; Andrews et al, 1999). La rotura vascular provoca la activación 
plaquetaria mediante agonistas tales como colágeno, ADP o trombina, presentes en la 
matriz subendotelial. La activación plaquetaria provoca una reorganización del 
citoesqueleto que permite la extensión de la plaqueta sobre el endotelio. 
Sobre esta capa adherente se produce la “agregación” mediante interacciones 
plaqueta-plaqueta que llevan a la formación de un tapón plaquetario que detiene la 
hemorragia (Figura 2) (De Vreker, 1965; Kulkarni et al, 2000). Estas interacciones se 
producen, fundamentalmente, por la unión del fibrinógeno a su principal receptor 
plaquetario, la integrina αIIbβ3 (heterodímero GPIIb/IIIa). La activación plaquetaria 
provoca un cambio conformacional en el receptor αIIbβ3 que le permite adoptar un 
estado de alta afinidad por el fibrinógeno soluble y otras proteínas como fibronectina, 
vitronectina y factor von Willebrand. El mecanismo de activación del receptor de 
fibrinógeno ha sido objeto de especial atención por numerosos laboratorios en los 
últimos años; no obstante, se desconoce la base molecular de este proceso (Shattil, 
1999). El fibrinógeno es el principal mediador de la agregación plaquetaria por ser el 
ligando que se une con mayor  afinidad al receptor αIIbβ3 y por ser una de las 
proteínas más abundante del plasma (Peerschke et al, 1980). Además, el fibrinógeno 
es una proteína dimérica que permite la formación de puentes interplaquetarios 
responsables de la agregación (Herrick, 1999). 
La activación debida a la unión de agonistas también promueve la “secreción” del 
contenido de los gránulos de las plaquetas. La secreción se desarrolla mediante la 
fusión de la membrana granular y la membrana plasmática, permitiendo así la 
liberación del contenido de los gránulos. En la activación de las plaquetas por 
agonistas como colágeno o trombina se produce ácido araquidónico que es 
rápidamente convertido en tromboxano A2, principal estimulador de la secreción 
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plaquetaria. La secreción y la agregación plaquetaria son procesos íntimamente 
relacionados durante la hemostasia: la activación plaquetaria provoca la secreción del 
ADP, el cual estimula la agregación. La serotonina, liberada de los gránulos densos, 
además de actuar como vasoconstrictor es un agente agregante. El fibrinógeno que 
participa en la agregación se obtiene del plasma o es secretado por los gránulos α 
plaquetarios. 
Las plaquetas también contribuyen en los procesos de la “coagulación” sanguínea. 
Las plaquetas activadas tienen una importante actividad procoagulante provocada, 
entre otras causas, por la presencia en su superficie de sitios de unión para proteínas 
de la cascada de coagulación o la liberación del factor V contenido en sus gránulos. 
Esto favorece la conversión de la protrombina en trombina, la cual actúa sobre el 
fibrinógeno produciendo la fibrina que lleva a la formación del coágulo sanguíneo. 
Finalmente, se produce la retracción del coágulo que favorece el cierre de la lesión. El 
coágulo es importante también en el inicio de la regeneración del tejido dañado. Así, 
la fibrina polimerizada actúa como matriz para el crecimiento de fibroblastos (Gray et 
al, 1990) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) promueve la 
multiplicación de células endoteliales y musculares ayudando a la reconstrucción de 
los vasos afectados. 
 
1.1.3. Alteraciones congénitas de la función plaquetaria  
Los trastornos en la función plaquetaria se caracterizan por diversas 
manifestaciones hemorrágicas que pueden ser causadas por varios defectos 
congénitos. Estos se clasifican según la función o respuesta plaquetaria que está 
alterada en cada caso (Figura 3). En algunos pacientes está impedida la adhesión de 
las plaquetas al subendotelio. Dentro de este grupo encontramos la enfermedad de von 
Willebrand (Nichols y Ginsburg, 1997) causada por una deficiencia plasmática del 
factor von Willebrand (vWF) y el síndrome de Bernard-Soulier, cuyas plaquetas 
presentan anomalías en el receptor GPIb-IX (Berndt, 1989). 
Otros casos se caracterizan por una disminución o falta de agregación plaquetaria 
causada por una deficiencia de fibrinógeno plasmático (afibrinogenemia; Al-
Mondhiry, 1994) o de su receptor plaquetario GPIIb/IIIa (tromboastenia de 
Glanzmann; Coller et al, 1994). La unión del fibrinógeno es un requisito 
indispensable para la agregación, por ello las plaquetas de estos pacientes son 
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Representación esquemática de la fisiología plaquetaria normal y de los distintos trastornos 
congénitos agrupados según la función plaquetaria que se ve afectada. Abreviaciones: CO: 
cicloxigenasa; DAG: diacil-glicerol; IP3: inositol trifosfato; MLC: cadena ligera de miosina; PAF: 
factor activador de plaquetas; PIP2: fosfatidilinositol bifosfato; PKC: proteína quinasa C; PLC: 
fosfolipasa C; PLA2: fosfolipasa A2; TS: tromboxano sintasa; vWf: factor von Willebrand; VWD: 
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incapaces de agregarse correctamente en respuesta a cualquiera de los agonistas 
fisiológicos. 
El grupo de los pacientes con defectos en la secreción y transducción de señales es 
muy heterogéneo pero con una característica común, su incapacidad para liberar el 
contenido de los gránulos después de la activación plaquetaria por agonistas (Rao, 
1998). Una pequeña parte de estos pacientes presentan un defecto en el depósito de 
gránulos densos. En otros casos, alteraciones en las vías de señalización impiden la 
secreción plaquetaria. También hay pacientes que presentan deficiencias en la ruta de 
síntesis del tromboxano A2, importante regulador de la secreción. 
Por último, existen pacientes cuya patología se debe a un defecto en la interacción 
de las plaquetas con las proteínas implicadas en la coagulación, como el síndrome 
Scott (Weiss, 1994),  caracterizado por la falta de unión de los factores Va-Xa y 
VIIIa-IXa a las plaquetas, lo que impide la activación de la protrombina y la 




La adhesión celular regula los fenómenos de migración, proliferación y 
diferenciación celular que intervienen en gran número de procesos tales como el 
desarrollo embrionario, transformación tumoral, inflamación, hemostasia y 
reconocimiento inmune (Albelda y Buck, 1990). La adhesión celular está mediada por 
receptores de membrana que pertenecen a un limitado número de familias: integrinas 
(Hynes, 1992), cadherinas (Takeichi, 1991), selectinas (Lasky, 1992), 
inmunoglobulinas (Buck, 1992), moléculas relacionadas con CD44 (Kincade et al, 
1993) y proteoglicanos transmembranares (Bernfield et al, 1992). 
Las integrinas son una familia de receptores heterodiméricos que median la 
adhesión celular uniéndose a proteínas de la matriz extracelular (colágeno, 
fibronectina, vitronectina, lamininas, osteonectina, trombospondina, factor von 
Willebrand, etc.), a proteínas plasmáticas (fibrinógeno, factor X de coagulación, etc.) 




1.2.1. Estructura de las integrinas 
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Las integrinas son heterodímeros formados por una subunidad α (120-180 KDa) y 
una subunidad β (90-110 KDa) asociadas de forma no covalente. Estas subunidades 
son productos de distintos genes, cuya transcripción debe estar coordinada para lograr 
el correcto procesamiento y expresión en superficie del heterodímero (O´Toole et al, 
1989). La mayoría de las células expresan en su superficie distintas integrinas. En la 
Tabla I se muestran las integrinas conocidas hasta el momento, clasificadas según la 
subunidad β que poseen. Actualmente se han identificado 18 cadenas α y 8 cadenas β 
que heterodimerizan formando hasta 24 complejos distintos. Las integrinas que 
comparten la subunidad β1 son la familia más numerosa, 12 cadenas α distintas se 
asocian con β1. Para mayor complejidad, existen algunas subunidades que pueden 
presentar procesamientos alternativos en los dominios citoplasmáticos, como es el 
caso de β1 (Altruda et al, 1990), β3 (van Kuppevelt et al, 1989), β4 (Tamura et al, 
1990), α3 (Tamura et al, 1991) y α6 (Horgervorst et al, 1991). En el caso de la 
subunidad αIIb también se ha observado un procesamiento alternativo en el dominio 
extracelular próximo a la membrana (Bray et al, 1990).  
Ambas subunidades α y β son glucoproteínas transmembranares con un único 
segmento hidrofóbico que atraviesa la membrana. Las integrinas poseen una 
estructura muy conservada con un largo dominio extracelular formado por 
aproximadamente 1000 residuos de la cadena α y 750 residuos de β. En general, las 
dos subunidades poseen una corta región citoplasmática C-terminal (Sastry y Horwitz, 
1993; Williams et al, 1994), a excepción de la subunidad β4, cuyo dominio 
citoplasmático comprende más de 1000 residuos. Los dominios extracelulares de 
ambas subunidades se asocian para formar los heterodímeros. Ambas subunidades 
tienen múltiples puentes disulfuro (Calvete et al, 1989, 1991). Una característica de 
todas las subunidades β es la presencia de 4 repeticiones ricas en cisteínas que forman 
internamente puentes disulfuro (Calvete et al, 1991). La región N-terminal de esta 
subunidad forma un gran bucle por la presencia de un puente disulfuro intracatenario 
y este dominio participa en la unión del ligando. Todas las subunidades α contienen 
en su región extracelular 7 repeticiones de un segmento homólogo y las tres o cuatro 
últimas repeticiones contienen secuencias D-x-D-x-D-G-x-x-D o similares que 
generan sitios de unión de cationes divalentes. Los cationes divalentes son esenciales  
para la función de estos receptores. La naturaleza de los cationes afecta a la afinidad y 
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Secuencias de reconcimiento 
β1 α1 Colágeno, laminina GFOGER 
 α2 Colágeno, laminina, fibronectina GFOGER, DGEA 
 α3 Fibronectina, laminina, colágeno, invasina, 
trombospondina, epiligrina 
RGD 
 α4 Fibronectina, invasina, VCAM-1 péptido CS-1, CS-5 de 
fibronectina, IDAPS, QIDS 
 α5 Fibronectina, colágeno, fibrinógeno, invasina RGD 
 α6 Laminina, invasina, fertilina ____ 
 α7 Laminina ____ 
 α8 Citotactina/tenascina-C, fibronectina RGD 
 α9 Citotactina/tenascina-C AEIDGIEL 
 α10 Colágeno ____ 
 α11 Colágeno ____ 
 αV Fibronectina, vitronectina RGD 
β2 αL ICAM-1, 2, 3, 4, 5 Péptido ICAM 
 αM Factor X, fibrinógeno, iC3b, ICAM-1, factor 
inhibidor de neutrófilos 
Péptidos P1 y P2 del fibrinógeno, 
péptido ICAM 
 αX Fibrinógeno, iC3b GPR 
 αD VCAM-1 ____ 
β3 αV Colágeno, citotactina, fibronectina, 
fibrinógeno, proteína Tat del HIV, laminina, 
metaloproteinasa-2, osteopontina, 
protrombina, trombospondina, vitronectina, 
factor von Willebrand 
RGD 
 αIIb Colágeno, fibronectina, fibrinógeno, 
plasminógeno, protrombina, trombospondina, 
vitronectina, factor von Willebrand 
RGD 
HHLGGAKQAGDV 
β4 α6 Laminina ____ 
β5 αV Fibronectina, proteína Tat del HIV, 
vitronectina 
RGD 
β6 αV Fibronectina, citotactina/tenascina-C RGD, DLXXL 
β7 α4 Fibronectina, VCAM-1, MAdCAM-1 Péptido CS-1, LDT 
 αE E-Cadherina ____ 
β8 αV Fibronectina, laminina, colágeno ____ 
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especificidad de los ligandos y son necesarios en muchos casos para la asociación de 
ambas subunidades (Kirchhofer et al, 1991). Esta región de la subunidad α participa 
también de manera importante en la unión del ligando. 
Otra subdivisión de las integrinas puede hacerse en base a similitudes estructurales 
de las cadenas α. Algunas subunidades α sufren postraduccionalmente una escisión 
proteolítica que genera una cadena transmembranar más corta (25-30 KDa) unida por 
un puente disulfuro a una cadena pesada extracelular. Otras subunidades α contienen 
un segmento adicional de 200 aminoácidos conocido como dominio I, que es 
homólogo al sitio de unión del colágeno presente en el factor von Willebrand. El 
dominio I está presente en 9 integrinas (α1, α2, α10, α11, αL, αM, αX, αD y αE; 
Dickeson y Santoro, 1998). El análisis estructural de este dominio mediante 
cristalización en presencia de Mg2+ ha revelado que posee las características de un 
sitio de adhesión dependiente de ión metálico (MIDAS) y que es crucial para la unión 
del ligando. Las subunidades α con dominio I no sufren digestión proteolítica. En 
todas las subunidades β también se han identificado regiones altamente conservadas 
con una estructura de sitio MIDAS. Los dominios N-terminal de las subunidades α y 
β forman una estructura globular a la cual se unen los ligandos de cada integrina. Esta 
región se conecta a través de la membrana con los dominios citoplasmáticos que 
interaccionan con proteínas del citoesqueleto y otros componentes intracelulares. 
 
1.2.2. Función de las integrinas 
Las integrinas conectan a las células con la matriz extracelular o con otras células 
(Hynes, 1992). Actúan como unión entre el citoesqueleto y los ligandos 
extracelulares, regulando procesos como la proliferación, la migración y la 
diferenciación celular (Adams y Watt, 1993; Schwartz et al, 1995; Sastry y Horwitz, 
1996). 
Las integrinas unen diversos ligandos que incluyen a componentes de la matriz 
extracelular (Ginsberg et al, 1983; Parise y Phillips, 1986), receptores de la 
superfamilia de las inmunoglobulinas (Marlin y Springer, 1987), componentes de 
microorganismos (Isberg y Leong, 1990; Relman et al, 1990) y ciertas proteínas 
plasmáticas (Bennett et al, 1979, 1982). En la mayoría de los casos, estas 
interacciones son dependientes de cationes divalentes y la secuencia del ligando 
reconocida por la integrina contiene un residuo ácido como componente principal. En 
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ciertos ligandos, el sitio reconocido es una corta secuencia peptídica lineal. Como se 
ha visto en la fibronectina, también hay regiones discontinuas de las proteínas que 
pueden estar involucradas en el reconocimiento del ligando. Cada integrina 
generalmente puede unirse a más de un ligando. Igualmente, cada ligando puede ser 
reconocido por más de una integrina.  
 
1.2.2.1. Sitios de reconocimiento de ligandos 
Se han definido distintos sitios de reconocimiento de ligandos en las integrinas. El 
primer sitio de unión estudiado fue la secuencia RGD (Pierschbacher y Ruoslahti, 
1984) presente en gran variedad de proteínas adhesivas (fibrinógeno, fibronectina, 
vitronectina, trombospondina, colágeno tipo I, factor von Willebrand, etc.) y 
reconocida por distintas integrinas (α5β1, αIIbβ3 y muchas αvβ). La integrina 
plaquetaria αΙΙbβ3 también reconoce la secuencia HHLGGAKQAGDV del extremo C-
terminal de la cadena γ del fibrinógeno, mientras que las integrinas leucocitarias αXβ2 
y αMβ2 interaccionan con la secuencia N-terminal GPR de la cadena Aα y fragmentos 
plasmáticos del fibrinógeno (Loike et al, 1991; Farrell y Thiagarajan, 1994). Algunas 
integrinas reconocen otras secuencias: por ejemplo, α2β1 se une a las secuencias 
DGEA y GFOGER del colágeno tipo I (Mizuno et al, 2000; Xu et al, 2000); α4β1 
reconoce la secuencia IDAPS y la región variable EILDV (CS-1) de la fibronectina 
(Komoriya et al, 1991) además de la secuencia QIDS de VCAM-1 (Osborn et al, 
1994); α4β7 se une a los aminoácidos LDT de MAdCAM-1 (Fong et al, 1997). En el 
caso de la tenascina, la integrina αvβ6 reconoce la secuencia DLXXL (Kraft et al, 
1999), mientras que α9β1 se une al fragmento AEIDGIEL de esta misma proteína 
(Yokosaki et al, 1998). La existencia de múltiples sitios de reconocimiento en una 
misma proteína de adhesión permite la unión de distintas integrinas a una misma 
proteína a través de distintos sitios. 
 
1.2.2.2. Sitios de unión de las integrinas 
Distintas regiones de las subunidades α y β de las integrinas actúan conjuntamente 
para formar un dominio de unión del ligando. La localización exacta de los sitios no 
se conoce con certeza. El estudio de la amplia familia de las integrinas β1 que 
compartiendo la misma subunidad β se unen a muy diversos ligandos, permite deducir 
que las subunidades α deben tener un papel más importante en la determinación de la 
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especificidad del ligando. Observaciones similares se han realizado en las integrinas 
β2 y β3. La región MIDAS de la subunidad β de algunas integrinas podría funcionar 
como dominio de fijación de cationes y ligandos (Tozer et al, 1996). En las 
subunidades α se han localizado sitios potenciales de fijación mediante el mapeo de 
epítopos con anticuerpos monoclonales inhibidores y estudios de mutagénesis dirigida 
(Kamata et al, 1994; Mould et al, 1997). Distintos trabajos han implicado al dominio I 
de algunas cadenas α en funciones de unión de ligandos y cationes a las integrinas 
(Dickeson y Santoro, 1998). El dominio I de αL está involucrado en el reconocimiento 
de ICAM-1; el dominio I de αM está implicado en la unión de iC3b y el dominio I de 
α2 es importante para la unión de colágeno y echovirus.  
 
1.2.2.3. Señalización bidireccional de las integrinas  
Las integrinas, además de funcionar como receptores de adhesión, juegan un papel 
importante en la señalización bidireccional con el medio extracelular (Hynes, 1992). 
La unión del ligando al dominio extracelular de la integrina provoca un dramático 
cambio conformacional que se propaga a través de la membrana plasmática hasta los 
dominios citoplasmáticos de las integrinas. Por tanto, la unión del ligando inicia un 
proceso de señalización centrípeta (“out-in”) que genera una cascada de sucesos como 
el agrupamiento de las integrinas (Burridge et al, 1988), la fosforilación de proteínas 
intracelulares, cambios en el pH intracelular (Schwartz et al, 1991) y la regulación de 
la transcripción (Werb et al, 1989). La ocupación de los sitios del ligando conlleva la 
agrupación de las integrinas y la formación de estructuras conocidas como contactos 
focales donde el extremo carboxiterminal de las integrinas se une al citoesqueleto 
formando complejos oligoméricos con otras proteínas reguladoras (Burridge et al, 
1988). Estos ensamblajes proteicos tienen un importante papel en la modulación de la 
adhesión celular y en la inducción de los cambios morfológicos implicados en la 
extensión y locomoción celular. Los complejos de adhesión focal se observan 
mediante inmunofluorescencia como placas localizadas en la superficie celular 
conectadas con haces de filamentos de actina. Un diverso número de estructuras y 
proteínas como integrinas, proteínas del citoesqueleto, quinasas y moléculas de 
señalización celular están concentradas en estos sitios (Yamada y Miyamoto, 1995). 
En las adhesiones focales se han hallado proteínas como por ejemplo, la α-actinina, 
talina, tensina, paxilina, vinculina y tensina; proteínas quinasa como FAK (Focal 
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adhesion kinase), c-Src, PKC y ILK (Integrin-linked kinase). Un suceso temprano de 
la señalización a través de las integrinas es la fosforilación de la proteína quinasa 
FAK en respuesta a la adhesión celular (Parsons, 1996). La fosforilación de FAK 
inicia una cascada de fosforilaciones e interacciones con nuevas proteínas que se 
requieren para la señalización dependiente de adhesión. FAK está unida a varias rutas 
de señalización intracelular que no se conocen completamente. Estos complejos del 
citoesqueleto dependientes de integrinas también están involucrados en la activación 
de la ruta de las MAP-quinasas. La ruta de las MAP-quinasas se activa en respuesta a 
factores de crecimiento o a uniones integrina-ligando. Las MAP-quinasas activan a su 
vez variedad de factores de transcripción como SRF o cMyc involucrados en la 
regulación del crecimiento y diferenciación celular. 
Señales de origen intracelular pueden modificar la afinidad de los receptores por su 
ligando. A este tipo de señalización se le denomina celulífuga (“in-out”). Un ejemplo 
típico es la activación plaquetaria por agonistas de receptores de superficie. Las 
señales intracelulares generadas por estos receptores, por mecanismos aún sin 
dilucidar, dan lugar a un cambio conformacional del receptor GPIIb/IIIa y al aumento 
de su afinidad por fibrinógeno. Las integrinas normalmente están en un estado de baja 
afinidad y no se unen a su ligando sin un proceso previo de activación. Integrinas de 
las familias β1, β2, y β3 han mostrado necesitar activación para unirse a sus ligandos 
(Williams et al, 1994). La señalización celulífuga (in-out) estaría mediada por 
dominios citoplasmáticos de la integrina en respuesta a fenómenos de señalización 
intracelular (O’Toole et al, 1994). Se ha postulado que la interacción de los extremos 
carboxiterminales intracelulares de las subunidades α y β con proteínas intracelulares 
sería responsable de cambios conformacionales que se propagarían dando lugar a un 
aumento de afinidad por el ligando. Trabajos recientes han implicado a proteínas 
intracelulares como calreticulina, serina-treonina quinasas y miembros de la familia 
de GTPasas como R-Ras y RhoA (Hotchin y Hall, 1996). La modulación de la 
afinidad o activación de las integrinas es un fenómeno muy estudiado en la integrina 
αIIbβ3 (GPIIb/IIIa) plaquetaria (Faull y Ginsberg, 1995). La activación de αIIbβ3 es 
iniciada por la ocupación de receptores de agonistas por sus ligandos promoviendo las 
rutas clásicas de transducción de señales: proteínas G y tirosina quinasas que 
promueven la activación de fosfolipasa C, cambios del calcio citosólico y activación 
de proteínas quinasas celulares como PKC. La activación de integrinas es también 
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esencial en el tránsito de los leucocitos desde la sangre a los tejidos. La activación de 
las integrinas β2 leucocitarias también conlleva modulación de la afinidad por el 
ligando, aunque hay otros mecanismos implicados (Kucik et al, 1996). Finalmente, 
los complejos mecanismos de activación e inactivación de integrinas β1 dirigen la 
adhesión transitoria que caracteriza la migración de las células epiteliales y 
mesenquimales. 
 
1.2.3. Regulación de las integrinas 
Los mecanismos que regulan la función de las integrinas son diversos pero se 
pueden dividir en cuatro categorías generales: 
 
1.2.3.1. Regulación de los niveles de expresión de las integrinas 
Un mecanismo para el control de los procesos de adhesión es la regulación de la 
expresión de las integrinas. Los mecanismos transcripcionales y traduccionales que 
intervienen en la regulación de la expresión de las integrinas no están bien definidos. 
Alteraciones en la expresión de las integrinas de diferentes células pueden controlarse 
mediante factores de crecimiento y diferenciación celular. El factor de necrosis 
tumoral β, el interferón γ y el ácido retinoico controlan la expresión superficial de 
gran variedad de integrinas (Heino et al, 1989; Ignotz et al, 1989; Defilippi et al, 
1991). Los cambios de expresión de las integrinas en respuesta a estos factores ocurre 
transcurridas 12-72 horas y es el resultado de alteraciones específicas en la síntesis de 
alguna subunidad. Sin embargo, alteraciones rápidas de los niveles de expresión 
superficial de las integrinas pueden tener lugar por movilización de depósitos 
intracelulares de integrinas en respuesta a estímulos externos o a factores 
quimiotácticos. Este es el caso de la integrina αIIbβ3 presente en los gránulos α 
plaquetarios (Niiya et al, 1987) o las integrinas β2 depositadas en los gránulos de 
monocitos o neutrófilos (Bainton et al, 1987). 
 
1.2.3.2 Regulación de la función de integrinas por cationes divalentes 
La unión del ligando y la asociación de las subunidades de algunas integrinas es 
dependiente de la presencia de cationes divalentes. El tipo y concentración de cationes 
presentes en el ambiente afectan la afinidad por el ligando (Kirchhofer et al, 1991). 
Muchas integrinas pueden reconocer más de un ligando y los cationes divalentes 
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pueden influir en la especificidad para este ligando. Aunque los cationes divalentes 
son esenciales para la función de las integrinas, su mecanismo de acción no está 
totalmente aclarado y han sido propuestos dos modelos para explicarlo. En un 
modelo, los cationes divalentes unen directamente los ligandos a las integrinas. 
Evidencias de esta hipótesis provienen de la cristalografía del dominio I presente en 
muchas subunidades α (Lee et al, 1995). Mediante la coordinación de un ión 
magnesio, una secuencia MIDAS (DxSxS) del dominio I de αM permite la unión al 
residuo acídico del ligando. No todas la subunidades α contienen dominios I, pero los 
sitios MIDAS están presentes en todas las subunidades β y median su unión al 
ligando. Por ello, la unión de integrinas y ligandos a través de cationes divalentes 
podría ser un mecanismo de acción general. En β3, la formación de un complejo 
ternario entre integrina, catión y ligando sólo participa en la interacción inicial 
integrina-ligando, pero después de la unión del ligando, el catión es eventualmente 
desplazado del complejo (D’Souza et al, 1994). De acuerdo a este segundo modelo, 
los cationes divalentes actuarían indirectamente alterando la conformación del sitio de 
unión del ligando. Un catión estimulador (Mn2+) puede, por él mismo, inducir la 
misma conformación que normalmente se induce por la unión del ligando, sugiriendo 
que los cationes regulan un equilibrio conformacional entre las integrinas activas o en 
reposo. Queda por aclarar si el efecto conformacional de los cationes divalentes es 
alterar directamente el sitio de unión al ligando o, alternativamente, promover una 
reorganización general de la estructura de la integrina. En contraste con el dominio I, 
los sitios de unión de cationes divalentes de las cadenas α parecen no contactar con el 
ligando (Springer, 1997) y regulan la adhesión por un mecanismo que no produce 
efectos en la unión del ligando (Pujades et al, 1997). 
 
1.2.3.3. Regulación de las integrinas por la especificidad celular 
La especificidad por el ligando de una integrina puede estar controlada por 
modulaciones específicas del tipo celular donde se encuentre. Esto ocurre, por 
ejemplo, con la integrina α2β1, la cual actúa como receptor de colágeno en las 
plaquetas pero como receptor de laminina y colágeno en células endoteliales 
(Kirchhofer et al, 1990). Este receptor es inmunológicamente indistinguible en ambos 
tipos celulares y no parece sufrir procesamientos alternativos. Por ello, la función de 
esta integrina parece estar modulada por la asociación de proteínas especificas de 
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cada tipo celular o por factores lipídicos. Las integrinas son proteínas 
transmembranares, por ello el ambiente lipídico pude afectar la conformación de las 
subunidades y sus propiedades de señalización. Existen ejemplos de lípidos que 
regulan o alteran la función de integrinas (Hermanowski et al, 1992). De este modo, 
se ha visto que la afinidad y conformación de αvβ3 puede ser modulada por el entorno 
fosfolipídico del receptor. 
 
1.2.3.4. Regulación de las integrinas por modulación de la afinidad 
Los mecanismos anteriores requieren cierto tiempo para producir un efecto, por 
tanto, no pueden ser responsables de la rápida expresión de sitios de unión al ligando 
observada en respuesta a ciertos agonistas. Los agonistas fisiológicos inducen la 
adhesión celular modulando la afinidad de la integrina por el ligando. 
Los cortos dominios citoplasmáticos de las subunidades α y β juegan un papel 
crucial en la regulación de la afinidad de la integrina por el ligando. Por ejemplo, 
deleciones o mutaciones puntuales en zonas citoplasmáticas próximas a la membrana 
pueden alterar una importante región de bisagra, provocando que la integrina adopte 
constitutivamente un estado de alta afinidad por el ligando (Hughes et al, 1996). 
Mutaciones en residuos clave de las colas citoplasmáticas de β3 y β1 (O’Toole et al, 
1995) e intercambios de los dominios citoplasmáticos de las cadenas α, alteran el 
estado de afinidad de las integrinas (O’Toole et al, 1994). Dos regiones clave han sido 
identificadas en los dominios citoplasmáticos de las integrinas: el primero es el sitio 
NPXY altamente conservado en los dominios citoplasmáticos de la mayoría de 
subunidades β. Mutaciones puntuales de este sitio en β3 y β1 anulan la activación de 
la integrina (Hughes et al, 1996). La segunda región es la secuencia conservada 
KLLxxxxD próxima a la membrana. Deleciones que comprenden esta región en 
integrinas β3 provocan una activación constitutiva. Adicionalmente, la eliminación de 
otra región conservada (KXGFFKR), próxima a la membrana del dominio 
citoplasmático de αIIb, también provoca la activación constitutiva de la integrina 
(Williams et al, 1994). Los residuos terminales de los dominios citoplasmáticos de α 
y β pueden estar formando un puente salino que estabiliza una conformación inactiva. 
Esto se demostró realizando mutaciones puntuales en estos sitios y viendo que 
provocaban la activación de la integrina (Hughes et al, 1996). 
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Estos resultados sugieren que interacciones del dominio citoplasmático de las 
integrinas con proteínas intracelulares, inducen cambios conformacionales a través de 
la membrana que provocan la alteración de la afinidad de la integrina. La 
calreticulina, proteína de unión del calcio, interacciona con la secuencia KXGFFKR 
del dominio citoplasmático de las subunidades α. Los complejos α2β1-calreticulina  
son sólo detectados durante la activación de la integrina, sugiriendo un posible papel 
de esta proteína en la modulación de la afinidad (Coppolino et al, 1995). Algunos 
estudios demuestran la posible fosforilación del dominio citoplasmático de ciertas 
integrinas. En el caso de GPIIb/IIIa, la subunidad β3 es fosforilada en residuos de 
serina o treonina durante la activación plaquetaria (Parise et al, 1990) y la 
fosforilación de estos sitios parece regular la exposición de sitios inducidos por unión 
del ligando (LIBS) (van Willigen et al, 1996). Otros elementos intracelulares que se 
unen a las regiones citoplasmáticas de las integrinas son proteínas tan abundantes 
como talina y  α-actinina. La β3-endonexina es una nueva proteína intracelular que no 
presenta homología con ninguna otra conocida hasta el momento (Shattil et al, 1995). 
Los aminoácidos NIKY de las posiciones 756-759 de la subunidad β3 son críticos 
para la unión de la β3-endonexina a las colas citoplasmáticas de GPIIb/IIIa 
(Eigenthaler et al, 1997). En células transfectadas, la unión de la β3-endonexina 
induce la activación de GPIIb/IIIa. Recientemente, se ha encontrado una proteína de 
unión de calcio CIB asociada a la región citoplasmática de αIIb en las plaquetas. Esta 
proteína presenta una alta homología con la calmodulina, pudiendo ser una molécula 
reguladora de esta integrina (Naik et al, 1997). Igualmente, la quinasa ligada a 
integrinas p59ILK es una serina-treonina quinasa que interacciona con la cola 
citoplasmatica de β1 (Hannigan et al, 1996). 
Asociaciones de integrinas con otras proteínas de membrana también pueden 
modular la afinidad de la integrina, sin ser necesariamente a través de los dominios 
citoplasmáticos. De este modo, las integrinas β3 pueden asociarse con proteínas como 
CD47 o IAP (integrin-associated protein). Se ha demostrado recientemente que la 
unión de IAP a su ligando (trombospondina) activa a la integrina plaquetaria αIIbβ3 
(Chung et al, 1997). Miembros de la superfamilia transmembranar-4, proteínas 
TM4SF como CD9, CD81, NAG2 o CD63 se han encontrado asociadas a distintas 
integrinas aunque todavía no se sabe si esta interacción podría regular la afinidad de 
las integrinas. 
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Agentes no fisiológicos como anticuerpos monoclonales activadores o péptidos 
ligando-miméticos también estimulan la adhesión celular a ligandos inmovilizados en 
casi todas las integrinas estudiadas. Estos activadores no fisiológicos efectúan 
cambios conformacionales en las integrinas induciendo la unión de los ligandos con 
alta afinidad, pero sin requerir de la transducción de señales (Du et al, 1991). 
 
1.3. INTEGRINA PLAQUETARIA αIIbβ3 (GPIIb/IIIa) 
 
La integrina αIIbβ3 fue identificada primero como una glucoproteína plaquetaria 
denominada GPIIb/IIIa, ausente en casos de tromboastenia de Glanzmann (Nurden y 
Caen, 1976; Jennings y Phillips, 1982). Las plaquetas poseen alrededor de 80.000 
copias del complejo GPIIb/IIIa, lo que constituye un 2-3% del total de las proteínas 
plaquetarias (Wagner et al, 1996). Esta glucoproteína se localiza mayoritariamente en 
la membrana plasmática aunque también se encuentra almacenada en las membranas 
del sistema canalicular y los gránulos α de las plaquetas. 
 
1.3.1. Estructura de los genes de GPIIb y GPIIIa 
Las glucoproteínas GPIIb y GPIIIa están codificadas por genes distintos de copia 
única, localizados ambos en la región q21.32 del cromosoma 17, a una distancia de 
1,3 centiMorgans y orientados en la misma dirección (Thornton et al, 1999). 
El gen GPIIb comprende 17,2 Kb y posee 30 exones cuyos tamaños oscilan entre 
45 y 249 pb e intrones entre los 77 y 2800 pb (Heidenreich et al, 1990). El péptido 
señal y parte del extremo N-terminal de la proteína madura están contenidos en el 
primer exón, el sitio de corte entre la cadena pesada y ligera en el exón 26, la región 
de transmembrana en el exón 29, el dominio citoplasmático en el exón 30 y las 
secuencias de los cuatro dominios de unión de calcio están distribuidas en los exones 
del 9 al 15 (Figura 4). 
El gen GPIIIa tiene 63 Kb y esta dividido en 15 exones con tamaños que oscilan 
entre 79 y 425 pb, salvo el último exón de 3618 pb que sólo contiene 63 nucleótidos 
del dominio intracelular y el resto corresponde a la región 3’ no codificadora (Lanza 
et al, 1990; Zimrin et al, 1990; Wilhide et al, 1997). Los 26 primeros residuos 
aminoacídicos pertenecen al péptido señal (Fitzgerald et al, 1987). La organización de 
los exones no se corresponde exactamente con los dominios funcionales de la 
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En la zona superior del gráfico se representa esquemáticamente la proteína GPIIb, numerando los 
aminoácidos a partir del extremo amino de la proteína madura e indicando las regiones de la secuencia 
líder (SL), sitios de fijación de los ligandos y el calcio, sitio de corte (SC) entre las cadenas pesada y 
ligera, dominio extracelular (EC), de transmembrana (TM) y citosólico (IC). En la parte inferior se 
indica la distribución y tamaño de los exones e intrones del gen de GPIIb humano. 
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En la zona superior del gráfico se representa esquemáticamente la proteína GPIIIa, numerando los 
aminoácidos a partir del extremo amino de la proteína madura e indicando las regiones de la secuencia 
líder (SL), sitios de fijación de los ligandos, repeticiones ricas en cisteínas, dominio extracelular (EC), 
de transmembrana (TM) y citosólico (IC). En la parte inferior se indica la distribución y tamaño de los 
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proteína. El dominio transmembranar está codificado en un sólo exón, sin embargo, 
otros dominios como las repeticiones ricas en cisteína están interrumpidos por 
intrones (Figura 5). 
Se han descrito procesamientos alternativos de RNAs mensajeros de GPIIb y 
GPIIIa. En el caso de GPIIb, la forma alternativa presenta una deleción de 102 pb en 
el exón 28 que codifica 34 aminoácidos del dominio extracelular de GPIIbL (Bray et 
al, 1990). Esta deleción parece interferir en la biosíntesis y expresión de la integrina 
(Kolodziej et al, 1991). De la subunidad GPIIIa también se han identificado otras dos 
formas, una aislada en placenta y otra en osteoclastos, que presentan en ambos casos 
variaciones en el extremo carboxilo de los dominios citoplasmáticos (van Kuppevelt 
et al, 1989; Kumar et al, 1997). Se desconoce si estos transcritos alternativos 
desempeñan algún papel fisiológico. 
Los patrones de expresión de las glucoproteínas IIb y IIIa difieren en distintos 
tejidos: GPIIb sólo forma heterodímeros con GPIIIa y su expresión es exclusiva de 
plaquetas y megacariocitos, mientras GPIIIa también forma parte de la integrina αvβ3 
que está ampliamente distribuida en distintos tipos celulares. Esto sugiere que la 
transcripción de estos genes debe estar controlada por distintos factores específicos, 
aunque se desconocen los mecanismos de control. Al igual que otras integrinas, las 
regiones promotoras de ambos genes carecen de caja TATA y CAAT (Uzan et al, 
1991; Villa-García et al, 1994). En la región promotora del gen GPIIb se han definido 
2 sitios GATA (-454; -54) y 2 sitios Ets (-510; -35) cruciales para la regulación de la 
transcripción y la especificidad celular de este gen (Block y Poncz, 1995). También se 
ha descrito un sitio Sp1 como posible responsable de la inhibición de la expresión de 
GPIIb en células no megacariocíticas (Shou et al, 1998). 
 
1.3.2. Estructura de las glucoproteínas GPIIb y GPIIIa  
Al igual que el resto de integrinas, el complejo GPIIb/IIIa, o integrina αIIbβ3, es un 
heterodímero no covalente, dependiente de calcio (Fitzgerald y Phillips, 1985), 
formado por la glucoproteína IIb (GPIIb) o subunidad αIIb y por la glucoproteína IIIa 
(GPIIIa) o subunidad β3.  
La subunidad GPIIb está formada por una cadena pesada (∼125 KDa) y una cadena 
ligera (∼22 KDa) unidas a través de un puente disulfuro entre los residuos C826-C880 
(Poncz et al, 1987). Posee un total de 18 residuos de cisteína altamente conservados 
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que dan lugar a 9 puentes disulfuro distribuidos a lo largo de toda la proteína. La 
cadena liviana (GPIIbL) presenta un dominio de transmembrana de 26 aminoácidos y 
una pequeña cola intracelular. En el extremo aminoterminal de la cadena pesada 
(GPIIbH) se localizan cuatro importantes sitios de fijación de calcio (Figura 6). 
La subunidad GPIIIa (∼95 KDa), formada por 762 aminoácidos, es un polipéptido 
de cadena sencilla con un único segmento transmembranar de 29 residuos y un corto 
dominio citosólico (Fitzgerald et al, 1987). El dominio extracelular de 692 
aminoácidos contiene 56 cisteínas agrupadas en 5 regiones, una única en el extremo 
aminoterminal y 4 repeticiones ricas en cisteína de unos 40 residuos cada una 
localizadas próximas a la membrana. Los residuos de cisteína de GPIIIa forman 
numerosos puentes disulfuro intracatenarios entre los cuales destacan dos largos 
puentes formados entre los residuos C5-C435 y C406-C655 (Figura 6). 
El mapeo de GPIIb/IIIa mediante proteólisis limitada ha permitido desvelar las 
zonas intra e intermoleculares conectadas en el heterodímero (Figura 7). De esta 
manera, las regiones de GPIIIa que incluyen los residuos 217-298 y 324-366, junto a 
regiones de la mitad carboxiterminal de GPIIbH (486-553; 696-734; 780-817) y de la 
zona próxima a la membrana de GPIIbL (30-75), forman la superficie de contacto 
entre ambas subunidades del complejo. Del mismo modo, los extremos amino y 
carboxilo de GPIIbH se encuentran localizados muy próximos (Calvete, 1995). 
Tanto GPIIb como GPIIIa son proteínas polimórficas, siendo responsables de un 
elevado número de aloantígenos plaquetarios muy relevantes. Estos polimorfismos 
son causantes de síndromes inmunológicos como la púrpura postransfusión o la 
trombocitopenia neonatal. Algunos de estos polimorfismos también se han 
considerado posibles factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares (Bray, 
2000).  
 
1.3.3. Biosíntesis de GPIIb/IIIa 
La expresión superficial del complejo GPIIb/IIIa se realiza a través de una ruta de 
biosíntesis característica de las integrinas. La glucoproteína GPIIb se sintetiza primero 
como una cadena precursora sencilla denominada proGPIIb. Los polipéptidos 
precursores de proGPIIb y GPIIIa sufren una glucosilación inicial en el retículo 
endoplásmico, lugar donde se produce la asociación de ambas subunidades. El 
ensamblaje de proGPIIb y GPIIIa requiere previamente un adecuado plegamiento de
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Esquema de la estructura de las subunidades GPIIIa y GPIIb. Los sitios conectados por líneas 
representan los puentes disulfuro; N, extremo amino; C, extremo carboxilo; Ca2+, sitios de fijación de 
calcio; ---Ο, sitio de O-glicosilación; ---�, sitio de N-glicosilación. Se indica la posición relativa de 
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Figura 7 
 














Representación gráfica de las regiones involucradas en interacciones intra (zonas discontinuas) e 
intermoleculares (zonas sombreadas) de los complejos GPIIb/IIIa no activados. Las flechas conectan 
los dominios asociados y los sitios de N- y O-glicosilación se representan como --� y como --Ο, 
respectivamente. (Calvete, 1995) 
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ambas subunidades. En este correcto plegamiento intervienen principalmente las 
proteínas chaperonas del retículo que se unen a las distintas subunidades de las 
proteínas oligoméricas hasta que adoptan la conformación adecuada para el 
ensamblaje del complejo. Una vez formado el heterodímero ProGPIIb/IIIa, éste se 
transporta rápidamente al aparato de Golgi, donde se finaliza el procesamiento de las 
cadenas complejas de carbohidratos de proGPIIb y se produce la ruptura proteolítica 
que da lugar a la subunidad GPIIb madura, formada por una cadena pesada y otra 
ligera unidas por un puente disulfuro. Finalmente, el complejo maduro GPIIb/IIIa es 
transportado hasta la membrana de la superficie celular (Duperray et al, 1989; 
O’Toole et al, 1989). 
 
1.3.4. Función de GPIIb/IIIa 
En plaquetas activadas, el complejo GPIIb/IIIa funciona principalmente como 
receptor de fibrinógeno aunque también reconoce proteínas como el factor von 
Willebrand, la vitronectina y la fibronectina entre otras. Su unión a fibrinógeno es 
indispensable para la agregación plaquetaria y su interacción con otras proteínas 
contribuye a la adhesión de las plaquetas al subendotelio. 
Muchos estudios han tratado de caracterizar las interacciones moleculares de 
GPIIb/IIIa con sus ligandos. Este receptor reconoce dos cortas secuencias lineales en 
sus ligandos: el peptido RGD presente en gran número de proteínas de adhesión y el 
dodecapéptido HHLGGAKQAGDV (H12) del fibrinógeno. El fibrinógeno es una 
glucoproteína soluble de 340 KDa formada por tres pares de cadenas distintas 
denominadas Aα, Bβ y γ. El fibrinógeno posee tres posibles sitios de unión al 
complejo GPIIb/IIIa: dos secuencias RGD localizadas en los residuos 95-97 y 572-
574 de la cadena Aα y una secuencia de 12 residuos (aa 400-411) localizada en el 
extremo carboxilo de la cadena γ (Kloczewiak et al, 1982). Estudios con moléculas de 
fibrinógeno genéticamente modificadas mostraron que las secuencias RGD no son 
necesarias para la unión de fibrinógeno soluble a GPIIb/IIIa o para la agregación 
plaquetaria. Sin embargo, el dodecapéptido de la cadena γ, específicamente los 
residuos AGDV, son indispensables para la unión del fibrinógeno durante el proceso 
de agregación (Farrell et al, 1992). Los sitios RGD de la cadenas Aα poseen mayor 
importancia cuando el fibrinógeno está inmovilizado sobre una superficie o en forma 
de fibrina (Savage et al, 1995). 
 28
                                                                                                                     Introducción 
Algunos de los dominios de GPIIb/IIIa implicados en la unión de fibrinógeno han 
sido localizados mediante distintos estudios. La región de GPIIIa D109-E171 está 
implicada, muy probablemente, en el reconocimiento del ligando (D’Souza et al, 
1988). Mutaciones puntuales o anticuerpos que reconocen esta región inhiben la 
unión del ligando (Loftus et al, 1990; Calvete et al, 1991). Esta zona de GPIIIa está 
muy conservada en las distintas integrinas, sugiriendo que puede ser un sitio de 
contacto con el ligando común en todas las integrinas. Otra región importante de 
GPIIIa es la secuencia D217-E220. Mediante anticuerpos o péptidos sintéticos de esta 
región se puede impedir también la unión del fibrinógeno a GPIIb/IIIa (Charo et al, 
1991). En la subunidad GPIIb también se han identificado distintas zonas de la región 
aminoterminal involucradas en la fijación del ligando como es el caso de las 
secuencias R147-Y166 (Honda et al, 1998), G184-G193 (Kamata et al, 1996) y 
A294-M314 (D’Souza et al, 1990). Finalmente, el dodecapéptido de la cadena γ 
(H12) del fibrinógeno y la secuencia RGD parecen unirse a distintos sitios del 
complejo GPIIb/IIIa (Hu et al, 1999). Así, un fragmento recombinante de β3 (274-
368) que une la región carboxiterminal de la cadena γ del fibrinógeno, no es capaz de 
unir el péptido RGD (Alemany et al, 1996). 
En la plaqueta en reposo, la integrina GPIIb/IIIa posee una conformación con baja 
afinidad que le permite unir pequeños péptidos RGD o ligandos inmovilizados, pero 
no es capaz de fijar proteínas plasmáticas en solución e iniciar procesos de 
agregación.  Tras la activación plaquetaria desencadenada por agonistas como ADP o 
trombina, el receptor adopta una configuración que le facilita fijar ligandos solubles 
con alta afinidad. Se desconoce qué cambios estructurales en GPIIb/ΙΙΙa son 
responsables de los cambios de afinidad por el ligando. Sin embargo, observaciones 
recientes han permitido proponer un modelo, según el cual, en plaquetas en reposo 
una región tipo MIDAS de la subunidad GPIIIa estaría tapando el sitio de fijación de 
ligando en la subunidad GPIIb. Tras la activación plaquetaria se produciría un cambio 
conformacional en el dominio de GPIIIa que le permitiría, por una parte, exponer su 
sitio de fijación y, por otra, cambiar su orientación para dejar expuesto el sitio de 
fijación en la subunidad GPIIb (Loftus y Liddington, 1997). La fijación de 
fibrinógeno y otros ligandos al complejo GPIIb/IIIa activado induce un cambio 
conformacional tanto en el ligando como en el receptor, que da lugar a la expresión de 
nuevos epítopos denominados RIBS (sitios de unión inducidos por el receptor; 
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Ugarova et al, 1993) y LIBS (sitios de unión inducidos por el ligando), 
respectivamente. La exposición de los LIBS ocurre a la vez que se produce un 
agrupamiento de los receptores en la membrana, seguido de la unión de GPIIb/IIIa al 
citoesqueleto y la agregación plaquetaria (Plow et al, 1992). 
Recientemente, se ha demostrado la existencia de actividad tiol-isomerasa en la 
subunidad GPIIIa, predicha por la presencia del tetrapéptido CGxC en cada repetición 
rica en cisteína (O’Neill et al, 2000). Esta actividad enzimática endógena sugiere que 
los puentes disulfuro de la integrina o de sus sustratos podrían modificarse localmente 
durante la activación del complejo GPIIb/IIIa. De hecho, se ha observado un aumento 
de grupos tiol libres en la superficie de plaquetas activadas (Burgess et al, 2000) y a 
su vez, existen mutaciones en los dominios ricos en cisteína que provocan la 
activación permanente de esta integrina (Kashiwagi et al, 1999). 
 
1.4. PATOLOGÍA DEL RECEPTOR DE FIBRINÓGENO: 
TROMBOASTENIA DE GLANZMANN 
 
La tromboastenia de Glanzmann (TG) es un trastorno hemorrágico hereditario, de 
carácter autosómico recesivo, caracterizado por un fallo plaquetario para unir 
fibrinógeno y agregarse en respuesta a agonistas fisiológicos (Caen et al, 1966; 
George et al, 1990). Este desorden es debido a un déficit cuantitativo o cualitativo del 
receptor plaquetario de fibrinógeno (integrina αIIbβ3). Fue en 1918 cuando el pediatra 
suizo E. Glanzmann describió, por primera vez, a un grupo de pacientes con síntomas 
hemorrágicos y plaquetas con agregación débil (“asténica”) o ausente (Glanzmann, 
1918). Estudios posteriores demostraron que las plaquetas de estos pacientes no se 
agregaban en respuesta a agonistas y se observó que la concentración de fibrinógeno 
plaquetario y la retracción del coágulo estaban claramente disminuidas o eran 
prácticamente nulas. En 1974, Nurden y Caen descubrieron que las plaquetas de los 
pacientes con tromboastenia carecían o eran deficientes en las glucoproteínas de 
membrana GPIIb y GPIIIa (Nurden y Caen, 1974). Más adelante se identificaría al 
heterodímero formado por estas dos proteínas como un receptor de fibrinógeno y de 
otras proteínas de adhesión que era indispensable para la agregación plaquetaria. 
La TG es poco frecuente aunque se han descrito casos en todo el mundo. Al 
heredarse de modo autosómico recesivo, se ha encontrado con mayor frecuencia en 
poblaciones donde hay un elevado número de matrimonios consanguíneos como en la 
 30
                                                                                                                     Introducción 
población judío-iraquí de Israel o entre familias gitanas (Seligsohn y Rososhansky, 
1984; Schlegel et al, 1995). Los portadores heterocigotos poseen una disminución del 
50-60% en los niveles de GPIIb/IIIa, pero no presentan trastornos hemorrágicos y 
tienen una función plaquetaria prácticamente normal. Los síntomas de esta 
enfermedad pueden desarrollarse desde los primeros días de vida (púrpuras, 
petequias, epistaxis, o hemorragia gingival) y el diagnóstico clínico se basa en 
características comunes de todos los pacientes como son: tiempo de hemorragia 
prolongado; retracción del coagulo ausente o reducido; agregación plaquetaria 
deficiente; número, morfología y tamaño de las plaquetas así como la respuesta a 
ristocetina son normales. Un ensayo importante para el diagnóstico de la 
tromboastenia de Glanzmann es medir la unión de anticuerpos monoclonales a las 
plaquetas para determinar el contenido de GPIIb/IIIa. Cuando la alteración de 
GPIIb/IIIa es cualitativa, el estudio de la unión del fibrinógeno permite evaluar la 
capacidad funcional del receptor. 
La tromboastenia de Glanzmann clásicamente se ha subdividido en 3 tipos en 
función de la capacidad de retracción del coágulo y el contenido plaquetario de 
GPIIb/IIIa (George et al, 1990): En el tipo I, la retracción del coágulo es nula y los 
niveles de GPIIb/IIIa son inferiores al 5% del contenido normal; en el tipo II, la 
retracción del coágulo es normal, pero el contenido del receptor es sólo de un 10-20% 
del normal; finalmente, en los pacientes clasificados como “variantes”, la retracción 
del coágulo varía de la ausencia a la normalidad y el porcentaje de GPIIb/IIIa es 
normal o casi normal, pero este receptor presenta anomalías funcionales. 
El conocimiento de la secuencia y organización estructural de GPIIb y GPIIIa ha 
permitido detectar más de 40 mutaciones en ambos genes asociadas a tromboastenias 
(French, 1998). Se han descrito inserciones, deleciones, inversiones, mutaciones 
puntuales que provocan la sustitución de un aminoácido o la aparición de un codón de 
terminación y mutaciones que afectan al procesamiento y estabilidad del RNA 
mensajero. Tanto mutaciones en el gen de GPIIb como en el de GPIIIa pueden ser 
causantes de esta enfermedad, pues ambas subunidades son imprescindibles para la 
biosíntesis y función del receptor. Para determinar si el defecto genético responsable 
del fenotipo tromboasténico está localizado en GPIIb o en GPIIIa, es útil determinar 
los niveles de αvβ3. La ausencia o disminución de este complejo indica anomalías en 
GPIIIa mientras que si el paciente mostrara niveles normales de αvβ3 sería indicativo 
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de alguna lesión en la subunidad GPIIb. Las mutaciones naturales en GPIIb/IIIa 
asociadas a tromboastenia constituyen un material de estudio de gran importancia 
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2. OBJETIVOS 
 
Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en el mundo 
occidental y las plaquetas desempeñan un papel fundamental en la génesis y 
mantenimiento de dichas enfermedades (Oates et al, 1988; Davies, 1994; Falk, 1995). 
Esta idea esta basada en la experimentación en modelos animales de isquemia 
vascular que demuestran la importancia de las plaquetas, tanto en el comienzo como 
en la progresión y empeoramiento de los procesos trombóticos (Folts et al, 1982; 
Yasuda et al, 1990; Meyer et al, 1994). La demostración de que la falta de agregación 
plaquetaria, que se observa en la tromboastenia de Glanzmann, se asocia a un déficit 
cualitativo o cuantitativo del receptor de fibrinógeno, heterodímero GPIIb/IIIa 
(integrina αIIbβ3), justifica el interés en el desarrollo de terapias antitrombóticas 
basadas en el bloqueo del receptor GPIIb/IIIa. En este sentido, anticuerpos 
monoclonales contra GPIIb/IIIa han demostrado ser eficaces agentes antitrombóticos 
(Coller et al, 1983; Coller et al, 1991). El tratamiento con un fragmento Fab 
humanizado de un monoclonal murino contra GPIIb/IIIa ha sido utilizado con éxito 
para evitar la reoclusión vascular y disminuir la tasa de mortalidad (Topol et al, 1997; 
Lincoff et al, 1997). Estas observaciones han llevado a reconocer la importancia del 
estudio de la fisiopatología del receptor de fibrinógeno. El mecanismo de activación 
de este receptor, es decir, la sucesión de acontecimientos que permiten la fijación de 
ligando con alta afinidad y, por tanto, la agregación celular aún no ha podido ser 
desvelado. El conocimiento de este proceso podría facilitar la base para el desarrollo 
de nuevas dianas terapéuticas. Por otro lado, el receptor de fibrinógeno pertenece a la 
superfamilia de receptores heterodiméricos involucrados en fenómenos de 
reconocimiento, adhesión, migración y agregación celular, esenciales para procesos 
tan aparentemente dispares como el control del desarrollo, la progresión de tumores o 
la respuesta inmune. Por tanto, el progreso de la fisiopatología de una de estas 
integrinas podría, eventualmente, contribuir al mejor conocimiento de una amplia 
variedad de procesos patológicos. A pesar de su importancia biológica, en conjunto, el 
conocimiento acerca de la biología celular y molecular de estas proteínas es aún muy 
limitado, probablemente debido a su complejidad estructural y a la falta de modelos 
experimentales adecuados para su estudio. Por tal razón, proponemos analizar los 
modelos que ofrece la naturaleza, es decir, casos de patología molecular plaquetaria, 
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concretamente tromboastenia de Glanzmann. La tromboastenia de Glanzmann es una 
enfermedad caracterizada por diátesis hemorrágicas desde el nacimiento, asociada a 
defecto cuantitativo o funcional del receptor plaquetario de fibrinógeno. Si bien la 
incidencia de esta enfermedad es escasa, su interés científico es muy elevado, dado 
que es uno de los dos casos conocidos de patología humana asociada a alteraciones 
estructurales de una integrina. Por tanto, utilizaremos este modelo para desvelar la 
lesión genética subyacente y tratar de establecer una correlación precisa entre cambios 
estructurales y alteración funcional. Naturalmente, este tipo de estudio sólo será 
posible en aquellos casos en los que la lesión genética no impida la producción de 
RNAm conteniendo la región codificadora completa de estas proteínas. 
Observaciones recientes del laboratorio en el que he desarrollado mi trabajo habían 
cuestionado la idea de que la disminución del contenido plaquetario de GPIIb/IIIa en 
casos de portadores de mutaciones heterocigotas fuese simplemente el resultado de 
una menor disponibilidad de mRNA. Por tal razón, hemos considerado del mayor 
interés el determinar si la disponibilidad de RNAm es limitante para la expresión 
superficial de receptores GPIIb/IIIa. Para ello, hemos puesto a punto técnicas de 
determinación cuantitativa de RNAm con el fin de establecer la correlación existente 
entre los niveles de mensajeros y la expresión de GPIIb/IIIa en plaquetas de 
individuos normales. Por la misma razón, consideramos de interés analizar si la 
mencionada disminución en la tasa de expresión de GPIIb/IIIa en mutaciones 
heterocigotas podría ser debida a un efecto “dominante negativo” de las formas 
mutadas de proteínas o el resultado de interacciones anómalas con chaperonas del 
retículo endoplasmático. 
El análisis funcional de cDNAs mutantes permite aclarar si la mutación objeto de 
estudio está asociada al déficit de receptores en la superficie plaquetaria; no obstante, 
este tipo de análisis no aclara si es la pérdida del residuo normal o la presencia del 
nuevo residuo, la causante de la disfunción. En estos casos es útil, y así se ha hecho, 
realizar una mutagénesis de dicho residuo siendo substituido por otros de naturaleza 
dispar. La mutagénesis como medio experimental para establecer una correlación 
precisa entre estructura y función de estas macromoléculas es un procedimiento útil, 
aunque costoso, lento, técnicamente complejo y de resultados inciertos; no obstante, 
su uso puede ser gratificante si existe un criterio claro de los residuos a mutar, basado 
en observaciones previas. Mutaciones en el gen GPIIIa, caracterizadas previamente en 
nuestro laboratorio, que dan lugar a formas truncadas de dicha proteína ofrecen un 
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modelo de gran interés para dilucidar los requerimientos estructurales mínimos para 
que tenga lugar la heterodimerización y expresión superficial de GPIIb/IIIa. En base a 
estas observaciones consideramos de gran interés el realizar un análisis delecional de 
GPIIIa y, eventualmente, caracterizar funcionalmente los complejos resultantes. 
En resumen y en base a las razones expuestas, los principales objetivos de esta tesis 
han sido: 
 
1.- Análisis genético-molecular de GPIIb/IIIa de fenotipos tromboasténicos. 
 
2.- Analizar las posibles etapas limitantes para la expresión superficial de complejos 
GPIIb/IIIa. 
 
3.- Mutagénesis de regiones específicas de GPIIb o de GPIIIa orientadas a la 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1. EXTRACCIÓN DE DNA GENÓMICO 
 
El análisis de los genes de las glucoproteínas GPIIb y GPIIIa se realizó a partir de 
DNA genómico extraído de sangre periférica de pacientes, familiares e individuos 
control. Se adicionan a las muestras de sangre anticoagulantes como EDTA, heparina 
o citrato sódico. Para la obtención del DNA genómico, primero se lisan los hematíes 
añadiendo 5 volúmenes de tampón de lisis (NH4Cl 0,5 M, KHCO3 0,01 M, EDTA 0,1 
mM) e incubando 15 minutos en hielo. Después de centrifugar 5 minutos a 400 x g, el 
sedimento se trata con un tampón de digestión (NaCl 100 mM, Tris-ClH pH 8 10 
mM, EDTA pH 8 25 mM, SDS 1%, proteinasa K 2 mg/ml) a 50 °C durante 12-24 
horas. El DNA se precipita con medio volumen de acetato amónico 7,5 M y 2 
volúmenes de etanol absoluto. Las hebras de DNA se enrollan en una varilla de vidrio 
estéril, se lavan con etanol 70% y se dejan secar para finalmente resuspenderse en TE 
pH 8 (Tris-ClH 10 mM, EDTA 1 mM). 
 
3.2. EXTRACCIÓN DE RNA TOTAL 
 
Se extrajo RNA total de plaquetas o líneas celulares siguiendo el método de 
Chomczynsky y Sachi (1987). Las células previamente lavadas, se lisan con una 
solución desnaturalizante de tiocianato de guanidinio 4 M. Las proteínas y el DNA se 
separan con 1/10 de volumen de acetato sódico 2M, un volumen de fenol pH 4 
saturado con H2O y 1/20 de volumen de cloroformo: alcohol isoamílico (49:1). Tras 
centrifugar, el RNA queda en la fase acuosa y se precipita con isopropanol. Se trata de 
nuevo con la solución desnaturalizante y se vuelve a precipitar con isopropanol. Tras 
lavar con etanol 75%, el RNA se resuspende en agua tratada con dietilpirocarbonato 
(DEPC) para inhibir RNasas que pudieran degradar la muestra. La cantidad de RNA 
se determinó mediante absorción a 260nm y se visualizó mediante electroforesis en 
geles de agarosa al 1,2% y tinción con bromuro de etidio. En algunos casos, para 
eliminar posibles contaminaciones de DNA genómico, el RNA se trata con DNasa I 
libre de RNasas (7,5 U) a 37 °C durante una hora y a continuación se inactiva por 
extracción con fenol o incubando a 75 °C durante 5 minutos. 
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3.3. DISEÑO DE OLIGONUCLEÓTIDOS Y SONDAS 
 
Para la amplificación, síntesis o secuenciación de DNA se utilizaron 
oligonucleótidos que corresponden a secuencias del DNA complementario (cDNA) de 
GPIIb o GPIIIa y de regiones intrónicas próximas a los exones de ambos genes. El 
diseño de estos oligonucleótidos se realizó con el programa OLIGO versión 4.05 
(Primer analysis software. 1992. © Wojciech Rychlik. National Biosciences, Inc. 
Plymouth, MN) para evitar la formación de horquillas o dimerizaciones con los otros 
oligonucleótidos de la reacción (Tablas II, III y IV). 
Para la cuantificación de RNAs mensajeros por el sistema TaqMan (Perkin-Elmer) 
se diseñan sondas de aproximadamente 25 pb, cuya secuencia hibrida de modo 
específico con el fragmento de cDNA que se sintetiza y amplifica por transcripción 
inversa y reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR). Esta sonda presenta la 
particularidad de llevar un marcador fluorescente (“Reporter”) en el extremo 5’ 
denominado FAM (6-Carboxi-fluoresceína) y llevar otro fluoróforo supresor del 
primero (“Quencher”), denominado TAMRA (6-Carboxitetrametil-rodamina) que va 
unido al extremo 3’ evitando su extensión durante la reacción. Cuando la sonda está 
intacta, la proximidad del marcador y el supresor es suficiente para que se evite la 
fluorescencia de FAM. Durante la amplificación por PCR, la sonda hibrida entre los 
dos oligonucleótidos utilizados y debido a la actividad nucleolítica 5’→3’ de la DNA 
polimerasa esta sonda será degradada, y de este modo, el fluoróforo supresor se 
separa del marcador, aumentando así su fluorescencia y permitiendo cuantificar el 
grado de amplificación de la muestra. Estas sondas deben satisfacer los siguientes 
requisitos: (1) longitud de 20-40 pb para asegurar una buena hibridación y 
especificidad; (2) contenido de GC del 40-60% y no tener muchas bases iguales 
seguidas; (3) evitar sondas que pudieran hibridar con los oligonucleótidos utilizados 
para la amplificación por PCR; (4) la temperatura (Tm) será al menos 5 °C mayor que 
la de los oligos, para asegurar que la sonda hibride de manera más estable que estos. 
Finalmente, para evitar hibridaciones inespecíficas, se comprueba que las secuencias 
de las sondas no muestran identidad con ninguna otra conocida. La síntesis de las 
sondas fue realizada por Perkin-Elmer. 
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PARA LA AMPLIFICACIÓN DE FRAGMENTOS 
DEL cDNA DE GPIIb Y GPIIIa 
 
 




























Las secuencias de cDNA humanas de GPIIb (nº de acceso M34480) y GPIIIa (nº de acceso 
M35999) mencionadas son las descritas por Frachet et al, 1990. La denominación del 
oligonucleótido usado en RT-PCR se compone (en orden) de: tipo de gen (IIb para GPIIb y 
IIIa para GPIIIa), localización del extremo 5’ en la secuencia de cDNA (la “A” del codon 
“ATG” de la “Met” iniciadora es +1), dirección del oligo en el cDNA (S: sense; A: antisense), 











OLIGONUCLEÓTIDOS DEL GEN GPIIb PARA ANÁLISIS DE 
POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE DNA MONOCATENARIO 
 
 
Nombre y Secuencia 









Nombre y Secuencia 
(5’->3’) del Oligo “Antisense” 
    
 1S: TGGAGGAATCTGAAGGGAAG 1 346  1AS: TATCGCAAATGGGAAACTCG 
 2S: GGGCCTGGGATACGCTGGAAT 2→4 734  4AS: CCAGATCCAAAGCAAGGGC 
 5S: GGCTGACCCCTCCTCCTTGT 5→7 442  7AS: CTGGAAGTCTGGAATGGCGGT 
 8S: CTCTGTGCTTCCTCCCCTGG 8→9 350  9AS: AGCCTGAGAACTGGGATAAG 
10S: CTGGAGTGGGAGGTTGCTTTG 10→11 369 11AS: GCAGCTCTGGTAATTTGGGAC 
12S: CAATATACCCCTGGTCCAGT 12 333 12AS: CTCAGGCCAACTCCATGCTT 
13S: AATAACAATCAGCCACTTCCT 13 270 13AS: CCTTTCTTGGGCATTTCTAGC 
14S: ATTCTGACCCATTCCTCGAT 14→16 469 16AS: AGTCCAAGCCCACCTCCCTC 
17S: AGGGAGGTCCTGACTCTTCTG 17 224 17AS: TACTCTCCCAGCCCTGCCAAT 
18S: AGGTGGGATGTGTATGGTAGC 18 252 18AS: ACTTGGCACTAACCCTAATCC 
19S: TAAACCTCACACATCCCCAAC 19 184 19AS: AAGGTGTGGAGCAGGTATGAT 
19S: TAAACCTCACACATCCCCAAC 19→20 500 20AS: AAAGCAGAAGAGAAGAGGGACT
21S: TATATGATGCTCTGTAATTTC 21 194 21AS: TCTGGTTATTCATGAGCCCCT 
22S: TGAAGACTGGAGGCCACATT 22 209 22AS: TCAGACGGGGGAAGGGTGGT 
23S: CCTCACCCCCAGAAAGTCACT 23→24 427 24AS: ACCCGGAGTTCTGAGGACC 
25S: AGCGGGTCCTCAGAACTCC 25→26 530 26AS: CCCTCCTCCCATCCCCTCTG 
27S: ATGATGGGGTGATGGGCCGGGA 27 245 27AS: ACACCAAACCCCGCCCCTCCCA
28S: ACTCCGTGCAACCAATAGGC 28 238 28AS: CTTTTCTGGCTGGGCACTGA 
29S: GAAAGGCAGGTGTCAAGGTGA 29 244 29AS: TCTCTCCTTGACTCCCTGTGA 
30S: ATACTTCCTCACATGTGCTCT 30 167 30AS: CAACCCTCCTGCTAGAATAGT 
    
 
Las secuencias de oligonucleótidos corresponden a zonas intrónicas que delimitan los distintos 
exones de GPIIb. La nomenclatura de cada oligonucleótido indica el exón que es amplificado y si es 
“sense” o “antisense”, señalado por S ó AS, respectivamente. Los productos de “PCR” mayores de 300 
pb fueron digeridos con el enzima(s) de restricción adecuado para generar fragmentos de menor 
tamaño y facilitar su análisis por “SSCP”. 
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OLIGONUCLEÓTIDOS DEL GEN GPIIIa PARA ANÁLISIS DE 
POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE DNA MONOCATENARIO 
 
 
Nombre y Secuencia  







Nombre y Secuencia  
(5’->3’) del Oligo “Antisense” 
    
 1S: GCCTTTGTCTGTCTGTTGCA 1 130  1AS: AAGGTCTGGTATCTGCTCC 
 2S: GACTTCTCTTTGGGCTCCTG 2 280  2AS: TGCTCTATGCCCACCTGCTT 
 3S: TTATTCAATCTTGGTGGGA 3 341  3AS: GATGCTGTCCTGGCGTCTGG 
 4S: GTCTGCTTAAATTATCTCCC 4 244  4AS: AGCCACAGCTGGCACTCCAAGTCCTCCA
 5S: AGTGACATGGCTGAATTTG 5 301  5AS: TATTCACACAGACTCTGCCTA 
 6S: GACGTCATTAACCTCTACAT 6→7 650  7AS: GACTATTCCCAGCACAAGAC 
 8S: AATTTCTTGTCTTCTTGTGC 8 211  8AS: CACAGATGCTCCAGGACAAA 
 9S: GGCCCAACTGTGTCTAAATAC 9 521  9AS: GTATATGAGGGGTGTGGGTT 
10S: ACCTTCCTGGGCTGTGTGT 10 299 10AS: GATCCTCTCCTACCTCCCAG 
11S: GGGATACGCTTAGGCTTGCT 11 198 11AS: AACCTGGGTGTGTGCAACTCT 
12S: ATCTTCCAGTAGTTGTCTCAC 12 250 12AS: GATGAGTAGAGATTCCTGCCT 
13S: ATAGGCCAGGTTCAAGTGA 13 284 13AS: CTTAAGAGTCTCAGACCAATG 
14S: AGTCACTGTAAGATGCTATTC 14 173 14AS: TGTAAACATGATGGCAGGGA 
    
 
Las secuencias de oligonucleótidos corresponden a zonas intrónicas que delimitan los distintos 
exones de GPIIIa. La nomenclatura de cada oligonucleótido indica el exón que es amplificado y si es 
“sense” o “antisense”, señalado por S ó AS, respectivamente. Los productos de “PCR” mayores de 300 
pb fueron digeridos con el enzima(s) de restricción adecuado para generar fragmentos de menor 
tamaño y facilitar su análisis por “SSCP”. 
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3.4. AMPLIFICACIÓN, CLONACIÓN Y SECUENCIACIÓN DE DNA 
GENÓMICO Y cDNA 
 
Los exones de los genes de GPIIb y GPIIIa se amplificaron mediante la reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al, 1986, 1987). En general, las 
amplificaciones se realizaron a partir de 0,1-0,5 µg de DNA genómico en un volumen 
final de 25-100 µl, con 1-2 U de Taq DNA polimerasa (Perkin-Elmer o Ecogen ), 10-
20 pmoles de cada oligonucleótido y 200 µM de cada deoxinucleótido trifosfato 
(dNTPs). Las concentraciones de MgCl2 y las temperaturas de hibridación de cada 
PCR serán las más óptimas para cada pareja de oligonucleótidos. Estas reacciones se 
llevaron a cabo en termocicladores GenAmp PCR system 9600 y 2400 de la firma 
Perkin-Elmer. 
Los productos de PCR resultantes tendrán una desoxiadenina adicional en el 
extremo 3’de cada hebra debido a que la enzima Taq DNA polimerasa carece de 
actividad 3’→5’ exonucleasa. Esto permite que sean clonados directamente en un 
"vector T" (Marchuk et al, 1991) que posee una desoxitimina en los extremos 3’, 
como pCR2.1 de Invitrogen. Los fragmentos amplificados y el vector se ligan con 4 U 
de T4 DNA ligasa a 16 °C. Con esta ligación se transforman células competentes de 
E. coli y las colonias se seleccionan con X-Gal, pues sólo el plásmido recombinante 
carece de β-Galactosidasa. De estas colonias se extrae el DNA plasmídico mediante 
lisis alcalina (Morelle, 1989) o mediante kits comerciales (Wizard, Promega). El 
producto de amplificación de DNA se analiza por digestión con enzimas de 
restricción. El DNA amplificado se secuencia por el método de terminación de cadena 
(Sanger et al, 1977) con T7 DNA polimerasa y 35S-dATP. Los productos de la 
secuenciación se resuelven en geles desnaturalizantes de acrilamida 6%-Urea 7 M que 
una vez secos se exponen con una película autoradiográfica (X-Omat AR, Kodak). En 
otros casos, la secuenciación se realizó con un secuenciador automático modelo 
ABIprism 377 de Perkin-Elmer Cetus (Norwalk, CT). 
Para la amplificación y secuenciación de cDNA se realiza primero la síntesis del 
cDNA por la enzima transcriptasa inversa (MuLV, Murine Leukemia Virus Reverse 
Transcriptase) a partir de 0,5-1,5 µg de RNA desnaturalizado y 10 pmoles del 
olinucleótido 3’ específico. En la amplificación por PCR se utiliza como templado 
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una alícuota de la reacción de síntesis y la secuenciación se realiza a partir de los 
productos amplificados o previa clonación en vectores T, como se ha descrito 
anteriormente. 
 
3.5. ANÁLISIS DE POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE DNA 
MONOCATENARIO (SSCP) 
 
La técnica del SSCP se basa en las diferencias de migración electroforética del 
DNA, debidas a la estructura secundaria que adopta al desnaturalizarse según su 
secuencia nucleotídica. El cambio de una sola base es suficiente para dar lugar a 
cambios en la movilidad electroforética (Orita et al, 1989; Hongyo et al, 1993). Se 
analizan productos de PCR purificados de geles de agarosa y en el caso de que 
superen los 300 pb, se digieren previamente para asegurar una mejor resolución. Las 
muestras se desnaturalizan por calentamiento durante 5 minutos a 100°C en un 
tampón compuesto por 47% de formamida, EDTA 10 mM, 0,25% azul de bromofenol 
y 0,25% xileno-cianol. Tras la desnaturalización, las muestras se enfrían en hielo y se 
cargan en un gel del 12-16% poliacrilamida (39:1, acrilamida:bis-acrilamida) con o 
sin glicerol (8,7%). La electroforesis se realiza a 5-10 watios/gel durante 5 h. 
manteniendo la temperatura a 12-15 °C. Finalmente, las bandas se visualizan 
mediante tinción con sales de plata (Silver Stain Plus, Bio-Rad). 
 
3.6. AMPLIFICACIÓN ESPECÍFICA DE ALELOS MEDIANTE PCR 
(ASPCR) 
 
Esta técnica se emplea para verificar la existencia de mutaciones puntuales en 
DNA genómico y determinar el estado de portador de los familiares, en especial 
cuando las mutaciones encontradas no alteran el patrón de restricción. La DNA 
polimerasa requiere un apareamiento correcto del nucleótido del extremo 3’ del oligo 
para ser capaz de extender la hebra de DNA durante la amplificación por PCR, por 
ello, para este análisis se diseñan oligonucleótidos que poseen un extremo 3’ 
complementario con el alelo normal o con el mutado, de modo que según se añada 
uno o otro, solo se podrá amplificar el alelo correspondiente (Wu et al, 1989). 
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3.7. VALORACIÓN DEL CONTENIDO PLAQUETARIO DE GPIIb, GPIIIa Y 
FIBRINÓGENO 
 
Las plaquetas fueron obtenidas a partir de sangre periférica recogida directamente  
en tubos conteniendo EDTA o citrato sódico. La sangre fue extraída con el 
consentimiento informado de los donantes, pacientes y familiares. Primero se obtuvo 
el plasma rico en plaquetas (PRP) por centrifugación diferencial de la sangre a 120 x 
g durante 20 min., a temperatura ambiente. A partir del PRP, las plaquetas se 
sedimentan al centrifugar a 1.000 x g durante 10 min. y se lavan con tampón PBS-




Las plaquetas se rompen por sonicación y se ultracentrifugan a 100.000 x g 
durante 1 h. a 4 °C para separar las fracciones soluble y particulada. El fibrinógeno se 
cuantifica en el sobrenadante y las glucoproteínas GPIIb/IIIa en la fracción 
particulada solubilizada con SDS al 3%.  La determinación del contenido de GPIIb, 
GPIIIa y fibrinógeno, se realizó mediante enzimoinmunoensayos (ELISA) 
competitivos utilizando los anticuerpos monoclonales anti-GPIIb (M3), anti-GPIIIa 
(P37 y P95.2) y anti-fibrinógeno (F2) (González-Rodríguez et al, 1994; Méndez et al, 
1996) y una dilución 1/2.000 de la inmunoglobulina específica marcada con 
peroxidasa. Como estándar se usaron GPIIb, GPIIIa y fibrinógeno, purificados a 
partir de plaquetas humanas. 
 
3.7.2. Análisis de western 
Las proteínas (2-20 µg) obtenidas de plaquetas completas o de su fracción 
particulada se solubilizan con SDS 3%, se someten a electroforesis en geles de SDS-
poliacrilamida al 7,5% en condiciones reductoras o no-reductoras y se transfieren a 
una membrana de nitrocelulosa de 0,45µ (Bio-Rad). La membrana se bloquea durante 
1 hora con leche desnatada en polvo al 10% antes de incubarse durante 16 horas con 
anticuerpos monoclonales anti-GPIIb o anti-GPIIIa. Después de varios lavados de 5 
minutos con PBS-0,1% Tween-20, la membrana se incuba durante 1h. con una 
dilución 1/3.000 de inmunoglobulina G de conejo anti-ratón conjugada con 
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peroxidasa (Bio-Rad). Después de otra serie de lavados, las proteínas se visualizan en 
la membrana adicionando el revelador (H2O2 al 0,015% y 0,5 mg/ml de 4-Cloro-1-
Naftol en TBS). Las intensidades relativas de las proteínas se cuantifican por 
densitometría digitalizando primero las bandas con un escáner de alta resolución. 
 
3.7.3. Citometría de flujo 
La expresión en superficie de GPIIb/IIIa se detecta por citometría de flujo, 
empleando en primer lugar anticuerpos monoclonales de ratón frente a GPIIIa (P37), 
GPIIb (M3, M5 o M4) (Calvete et al, 1989), o la integrina αvβ3 humanas (Chemicon, 
Temecula, CA) y en segundo lugar la fracción F(ab')2 de inmunoglobulina de conejo 
anti-ratón marcada con isotiocianato de fluoresceína (DAKO). 
Las plaquetas lavadas (106 en 100 µl de PBS-EDTA 0,5 mM) se incuban primero 
con 1 µg del anticuerpo monoclonal específico durante 20 min. El anticuerpo no 
fijado se retira mediante lavados con PBS-EDTA y se incuban por segunda vez con el 
anticuerpo secundario conjugado con fluoresceína durante otros 20 minutos. 
Finalmente, las células se lavan y se resuspenden en 300 µl de tampón PBS-EDTA 
para su análisis en un citómetro de flujo (modelo EPICS XL-MCL flow cytometry 
system, Coulter Corporation, USA). En cada muestra se analizan un total de 10.000 
plaquetas. 
 
3.8. CUANTIFICACIÓN DE RNAs MENSAJEROS DE GPIIb Y GPIIIa 
 
Se extrae el RNA total de plaquetas y se miden los niveles de RNAs mensajeros de 
GPIIb, GPIIIa y β-actina realizando RT-PCR al que se adiciona una sonda 
fluorescente (TaqMan, Perkin-Elmer) específica para cada caso, que permite 
cuantificar el grado de amplificación.  
La amplificación por RT-PCR se realizó por dos procedimientos distintos: 
Con rTth DNA Polimerasa: Tanto la transcripción inversa (RT) como la amplificación 
por PCR se llevan acabo por la rTth DNA polimerasa (Perkin-Elmer) (Myers et al, 
1991), que en presencia de Mn2+ tiene actividad retrotranscriptasa y en presencia de 
Mg2+  actúa como polimerasa. Primero, se pone en la reacción el RNA, los dNTPs 
(200 µM), el oligonucleótido 3’ o “antisense” (10 pmoles) y la rTth DNA polimerasa 
(2,5 U) en presencia de Mn(OAc)2 (1,1 mM) y se incuba a 60-65 °C durante 30 min. 
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Después se le adiciona en el mismo tubo un tampón quelante para retirar el Mn2+, el 
oligo 5’ o “sense” (10 pmoles) y Mg(OAc)2 (0,8 mM), y se realiza la reacción de 
PCR. En cada ciclo de PCR, habrá una primera etapa de desnaturalización de 15 
segundos a 95 °C y una segunda de hibridación y extensión de 30-45 seg. a 60-68 °C. 
Con MuLV Retrotranscriptasa y AmpliTaq Gold DNA Polimerasa: Al RNA, 
desnaturalizado previamente 2 minutos a 80°C, se le adicionan ambas enzimas, 
Retrotranscriptasa (25 U) y DNA polimerasa (1,25 U), dNTPs (300 µM), MgCl2 (5 
mM), oligonucleótidos 5’y 3’ (15 pmoles) e inhibidor de RNasas (10 U) en un 
volumen final de 50 µl (Wang et al, 1989). Para cuantificación, también se añadirá a 
la reacción 15 pmoles de sonda fluorescente. La síntesis del cDNA se realiza a 45 °C 
durante 45 minutos por la retrotranscriptasa MuLV. La AmpliTaq Gold DNA 
polimerasa se mantendrá inactiva a esta temperatura y únicamente se activará en un 
paso previo al PCR de 12 minutos a 97 °C. Una vez activada, llevará a cabo la 
amplificación del cDNA previamente sintetizado por repetidos ciclos a 95 °C, 15 seg. 
y 60-68 °C, 30 seg. 
Sondas específicas (Livak et al, 1995) son diseñadas para que hibriden con el 
correspondiente templado entre los 2 oligonucleótidos del PCR y sean degradadas 
debido a la actividad nucleolítica 5’→3’ de la DNA polimerasa (Tabla V). Esta 
degradación provoca un aumento en la emisión fluorescente de FAM ("reporter"), sin 
afectar la emisión de TAMRA ("quencher"). Como la actividad exonucleasa de la 
DNA polimerasa actúa sólo sobre la sonda que está hibridada (no hidroliza la sonda 
libre en solución), el incremento de fluorescencia será proporcional a la cantidad del 
producto específico de PCR. Después del PCR, 40 µl de cada muestra son transferidos 
a un pocillo de una placa y la fluorescencia es medida con un fluorímetro (Modelo 
LS-50B, PerkinElmer) equipado con un lector de placas. Las condiciones de lectura 
fueron: longitud de onda de excitación 488 nm; longitud de onda de emisión 518 y 
580nm, para FAM y TAMRA respectivamente; y un tiempo de lectura de 2 seg. Las 
fluctuaciones son normalizadas aplicando 2 cálculos: (1) El Quencher (TAMRA) será 
un standard interno pasivo. Dividiremos la intensidad de la emisión de FAM entre la 
de TAMRA para cada reacción, dando el valor definido como RQ(+). Efectos 
inespecíficos como fluctuaciones en el volumen, son normalizados por esta relación. 
(2) Otras fluctuaciones son normalizadas, tomando el valor RQ(+) de cada muestra 
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Los oligonucleótidos para la cuantificación del RNAm corresponden a secuencias de cDNA humanas de 
GPIIb (nº de acceso M34480), GPIIIa (nº de acceso M35999), y β-actina (nº de acceso NM001101) descritas por 
Frachet et al, 1990 y Ponte et al, 1984, respectivamente. La denominación del oligonucleótido usado en RT-PCR se 
compone (en orden) de: tipo de gen (IIb, IIIa, o Actina), localización del extremo 5’ en la secuencia de cDNA (la 
“A” del codón “ATG” de la “Met” iniciadora es +1), dirección del oligo en el cDNA (S: sense; A: antisense), y, 
finalmente, la longitud del oligo (nt). Las sondas corresponden también a secuencias específicas de cada cDNA y 
poseen un marcador fluorescente (“R”) en el extremo 5’ denominado FAM (6-Carboxi-fluoresceina) y otro 
fluoróforo supresor (“Q”) denominado TAMRA (6-Carboxitetrametil-rodamina) unido al extremo 3’. 
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que contiene todos los componentes del PCR y restándole el valor del control o 
blanco RQ(-) que contiene todos los componentes menos el templado. El incremento 
de RQ [∆RQ = RQ(+) – RQ(-)] indicará realmente la magnitud de la señal generada 
en cada muestra. Los cálculos se llevan a cabo mediante un programa de ordenador 
diseñado específicamente para el sistema TaqMan. 
Un requerimiento preliminar de la cuantificación basada en RT-PCR es mantener 
en fase exponencial el incremento del producto generado, lo cual está condicionado 
por distintas variables (número de ciclos, concentración de RNA, etc.). En el método 
utilizado, también interviene la eficacia de la hibridación y la degradación de la 
sonda. Por estas razones, en ensayos previos a los análisis de las muestras, se 
determinaron las condiciones experimentales en las que existe una relación lineal 
entre el número de ciclos y la emisión de fluorescencia (∆RQ). También se estudió si 
había linearidad entre el incremento de RQ y el logaritmo de la concentración inicial 
de RNA. Los productos de amplificación se examinaron mediante electroforesis en 
geles de agarosa al 3%, para verificar la presencia de una sola banda del tamaño 
esperado. 
 
3.9. CLONACIÓN DE LOS cDNAs DE GPIIb Y GPIIIa EN VECTORES DE 
EXPRESIÓN 
 
3.9.1. Construcción de vectores de expresión con las formas mutantes de cDNA 
de GPIIb 
Se parte del cDNA de GPIIb silvestre, subclonado en pGEM-4Z (Promega) entre 
EcoRI y HindIII, en el cual se introducen mutaciones puntuales mediante PCR, por el 
método de extensión de fragmentos por solapamiento (Horton et al, 1989). En una 
primera amplificación, se generan dos fragmentos solapables: para el fragmento 5’ se 
utiliza un oligonucleótido antisense en cuya secuencia se introduce la mutación 
deseada y para el fragmento 3’ procedemos de igual manera pero será el 
oligonucleótido sense el portador de la mutación. Ambos productos se tratan con el 
fragmento Klenow para eliminar las desoxiadeninas de los extremos 3’ y se purifican. 
Con los fragmentos solapables así obtenidos, se realiza una segunda amplificación 
utilizando el oligonucleótido sense del fragmento 5’ y el antisense del 3’. El cDNA de 
GPIIb silvestre, clonado en pGEM-4Z, se digiere con dos enzimas para eliminar un 
fragmento que será sustituido por él que generan los mismas enzimas al cortar el 
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producto de PCR portador de la mutación. Así obtenemos el cDNA de GPIIb mutado, 
cuya secuencia se verifica mediante secuenciación en ambas direcciones (Tabla VI). 
Para facilitar la clonación en el vector de expresión pcDNA3 (Invitrogen), se 
introdujo un "linker" (secuencia de unión) en el sitio EcoRI de la construcción 
pGEM4Z-GPIIb-cDNA. De esta forma se pudo subclonar GPIIb mediante ligación 
cohesiva en el sitio HindIII de pcDNA3. 
 
3.9.2. Clonación de los cDNAs de GPIIIa normal o mutante en vectores de 
expresión 
El cDNA de GPIIIa silvestre clonado entre los sitios EcoRI y HindIII de 
pBluescript II-KS (Stratagene) se digiere con XhoI y parcialmente con BamHI y se 
subclona en el vector de expresión pcDNA3. 
El cDNA de GPIIIa[∆616] mutante se preparó también con el procedimiento de 
extensión de fragmentos por solapamiento mediante PCR. El cDNA de GPIIIa 
silvestre contenido en el plásmido pBluescript II-KS se utilizó como templado. El 
segmento 5’ se amplificó con el oligonucleótido sense IIIa (1670-1689): 5’-
ACTGCAACTGTACCACGCGT-3’ y el oligonucleótido antisense mutado (1861-
1839): 5’-AACTTCTTACACTACACACAT-3’; el fragmento 3’ se obtuvo usando el 
oligonucleótido sense mutado (1837-1857): 5’-GAATGTGTGTAGTGTAAGAAG-
3’ y el oligonucleótido antisense IIIa (2319-2296) XhoI: 5’-
TGATAATGACTCGAGGATGACTGC-3’. Las bases sustituidas para generar la 
mutación en las secuencias solapables están subrayadas. Los productos de PCR 5’ y 
3’ se utilizaron como templado en una nueva ronda de amplificación por PCR con los 
oligonucleótidos sense IIIa (1670-1689) y antisense IIIa (2319-2296) XhoI, 
anteriormente descritos. El fragmento amplificado fue digerido con XhoI y NotI, y el 
producto de digestión de 581 pb se reemplazó por el homólogo de secuencia correcta 
en la construcción pcDNA3-GPIIIa. 
Para la construcción de la forma mutante GPIIIa[∆693] se realizó un PCR a partir 
del plásmido pcDNA3-IIIa con el oligonucleótido sense IIIa (1670-1689) y el 
antisense IIIa-693stop-XhoI: 5’-TATCTCGAGTTAGTCAGGGCCC-3’. El producto
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Los cDNAs de las formas GPIIb mutantes se denominan: por la posición y el aminoácido 
intercambiado en las sustituciones; por el último residuo de la proteína truncada en el caso de un codón 
prematuro de terminación; o por el número y nucleótido del cDNA deleccionado. Los oligonucleótidos 
empleados corresponden a secuencias de cDNA adyacentes a las bases que se sustituyen o eliminan 
para generar la mutación (bases subrayadas o entre paréntesis, respectivamente). La dirección del oligo 
se indica como "S" (Sense) o "AS" (Antisense). El fragmento de PCR, producto de digestión de los 
enzimas indicados para cada caso, será el sustituido en el cDNA de GPIIb silvestre. 
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de PCR, portador de la mutación deseada, se digiere con NotI y XhoI para poder 
sustituir este fragmento en el vector original pcDNA3-IIIa. 
El cDNA de GPIIIa-∆(616-690) se obtuvo amplificando el plásmido pBJ1-IIIa con 
el oligo antisense IIIa (1845-1819): 5’-CACACATTCTTTCTTAAAGGTGCAGGC-
3’, anterior a la zona que se quiere delecionar, y el oligo sense IIIa (2071-2092): 5’-
CCTGACATCCTGGTGGTCCTGC-3’, posterior a la deleción. De este modo, 
amplificamos la totalidad del plásmido que contiene el cDNA de GPIIIa a excepción 
de la región que deseamos eliminar. Relingando este producto de PCR con T4 DNA 
ligasa, obtuvimos el vector pBJ1-IIIa-∆(616-690), que se utiliza como templado en 
una nueva amplificación por PCR con el oligo sense IIIa (1670-1689) y antisense IIIa 
(2319-2296) XhoI. Como en los casos antes descritos, el producto de digestión NotI-
XhoI de este PCR se sustituye en el plásmido pcDNA3-IIIa normal. 
La secuenciación de estas construcciones confirmó la correcta inserción del 
producto mutante y la ausencia de posibles errores causados por la polimerasa durante 
la PCR. 
 
3.10. EXPRESIÓN DE GPIIb Y GPIIIa EN CÉLULAS CHO 
 
3.10.1. Transfecciones transitorias 
Células de ovario de hámster chino (CHO) o CHO-IIIa (clon que expresa de modo 
estable la glucoproteína humana GPIIIa) se cultivan en medio DMEM (Dulbecco's 
Modified Eagle Medium, Gibco) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) 
previamente inactivado, L-glutamina (580 mg/l) y antibióticos (100 U/ml de 
penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina). Cuando las células se encuentran en fase 
exponencial de crecimiento, se transfectan con el plásmido pcDNA3-GPIIIa y/o 
pcDNA3-GPIIb, normal y/o mutado, mediante tratamiento con dietilaminoetil-
dextrano (DEAE –Dextrano; Gulick, 1997). Como control negativo, se transfecta en 
paralelo el plásmido vacío pcDNA3. 
El DNA (5-15 µg) se añade a medio DMEM con 2,5% de FBS y difosfato de 
cloroquina 100 µM. Después se adiciona DEAE-Dextrano (100-150 µg/ml) que 
formará complejos con el DNA para que este pueda ser introducido en la célula por 
endocitosis. Las células se incuban a 37 °C, en atmósfera de 5% CO2, durante 3-4 
horas, con el medio que contiene el DNA y DEAE-Dextrano. Transcurrido este 
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tiempo, se tratan con dimetilsulfóxido (DMSO) al 10%, durante 6 minutos a 
temperatura ambiente, para mejorar la eficacia de la transfección. Después de lavar 
las células con PBS, se incuban en medio DMEM completo. A las 48-76 h. se analiza 
la expresión de GPIIb y/o GPIIIa en las células transfectadas por citometría de flujo 
y/o inmunoprecipitación. En los casos necesarios, la eficacia de la transfección se 
confirma cotransfectando 2,5 µg del plásmido pCMV-β-galactosidasa. La actividad 
β-gal de cada muestra se mide mediante un espectrofotómetro utilizando 2-nitrofenil-
β-galactopiranósido como sustrato (MacGregor et al, 1991). 
 
3.10.2. Transfecciones estables 
Células CHO se transfectan con pcDNA3-GPIIIa y pcDNA3-GPIIb, silvestre y/o 
mutado, por el método del precipitado de fosfato cálcico (Graham et al, 1973). Se 
mezcla el DNA (10-20 µg) y el cloruro cálcico 2,5M con un tampón salino 2x HeBS. 
Después de 20 min. se forma un precipitado, el cual se añade a las células. A las 16 
horas se cambia el medio y a las 48 horas se añade medio fresco con Geneticina (G-
418, SIGMA, 400 µg/ml) para seleccionar las células que hayan incorporado el vector 
de expresión y sean resistentes al antibiótico. El medio de cultivo se cambia cada 3-4 
días hasta que se puedan detectar clones aislados, los cuales se recogen con discos de 
papel 3MM empapados con tripsina y se cultivan en placas individuales. Los clones 
se analizan por citometría y/o inmunoprecipitación para verificar la expresión de la 
proteína transfectada en la célula. 
 
3.11. DETECCIÓN DE GPIIb Y GPIIIa EN CÉLULAS TRANSFECTADAS 
 
3.11.1. Citometría de flujo 
La expresión en superficie de GPIIIa o complejos GPIIb/IIIa en células CHO se 
determina por citometría de flujo siguiendo el mismo procedimiento descrito 
anteriormente para las plaquetas. 
 
3.11.2. Marcaje con biotina e inmunoprecipitación de GPIIb y/o GPIIIa 
Se analiza la expresión de GPIIb y GPIIIa en la superficie celular o en la totalidad 
de la célula (superficie e intracelular) inmunoprecipitando estas proteínas con 
anticuerpos específicos. 
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Las células transfectadas con GPIIIa y/o GPIIb silvestre o mutante se incubaron 
con D-Biotina-N-hidroxi-succinimidester (SIGMA) 2,5 mM, durante 30 min. a 
temperatura ambiente para marcar la porción extracelular de las proteínas de la 
membrana plasmática. Después de la incubación, las células son lavadas con PBS y 
lisadas con Tris-ClH 50 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM, Triton-X-100 al 1%, Tween-20 
al 0,05%, azida sódica al 0,03% y PMSF 1 mM. El material insoluble fue precipitado 
por centrifugación y el sobrenadante preincubado con 50 µl de proteína A-Sepharosa 
al 50% con el fin de eliminar proteínas inespecíficas. Tras centrifugar de nuevo, el 
sobrenadante se incubó con anticuerpos anti-GPIIIa (P37) o anti-GPIIb (M3, M5) a 
4°C. Los inmunocomplejos se precipitan mediante la incubación con proteína A-
Sepharosa CL-4B (Pharmacia) a 4 °C durante 2 h. y después son lavados cinco veces 
por centrifugación y eluídos de la Sepharosa calentando a 100 °C durante 10 minutos 
con 50 µl de Tris-ClH 0,1 M (pH 6,8), glicerol al 12%, β-mercaptoetanol al 1,5%, 
SDS al 3,5% y azul de bromofenol al 0,003%. Las proteínas inmunoprecipitadas se 
someten a electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida al 7,5% y se transfieren a 
una membrana de nitrocelulosa que después de ser bloqueada con leche desnatada en 
polvo al 10% en PBS, se incuba con avidina-peroxidasa (dilución 1:3.000, BioRad) 
durante 1 h. a temperatura ambiente. Las proteínas de superficie biotiniladas se 
detectan con H2O2 al 0,015% y 0,5 mg/ml de 4-Cloro-1-Naftol en TBS. 
Para el análisis del contenido total de GPIIb/IIIa, el marcaje con biotina se hizo 
usando lisados celulares totales, bien de células transfectadas o plaquetas, y el resto 
del procesamiento es idéntico al anteriormente descrito. 
 
3.12. ANÁLISIS DE PULSO Y CAZA PARA DETERMINAR LA 
ESTABILIDAD DE COMPLEJOS GPIIb/GPIIIa MUTANTES 
 
Para el estudio de la síntesis y estabilidad de los complejos GPIIb/IIIa mutantes, se 
realizó marcaje metabólico con metionina radiactiva en células CHO que expresan 
GPIIIa y GPIIb normal o mutante. Las células se incuban primero 30 min. en un 
medio DMEM sin metionina y después, se les añade [35S]-metionina durante un pulso 
de otros 30 min. Tras sucesivos lavados con un tampón PBS que contiene 1 mg/ml de 
L-metionina no marcada, las células se incuban durante 0, 0,5, 2 o 4 horas en medio 
suplementado con metionina no radiactiva. Transcurridos estos tiempos, el medio se 
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retira y las células se lavan repetidas veces antes de añadir tampón de lisis. Las 
glucoproteínas GPIIb y GPIIIa de estos lisados se inmunprecipitan como se ha 
descrito anteriormente, se resuelven mediante electroforesis en geles de SDS-
poliacrilamida al 7,5%, que una vez secos se exponen con una película 
autoradiográfica a temperatura ambiente.  
 
3.13. DETECCIÓN DE PROTEÍNA CHAPERONA (BiP) ASOCIADA A GPIIb 
Y/O GPIIIa 
 
Para examinar la asociación de GPIIb y/o GPIIIa con la proteína chaperona BiP 
("Binding Protein"), los lisados de células CHO transfectadas se inmunoprecipitan 
con anti-GPIIb o anti-GPIIIa, pero la lisis e inmunoprecipitación se realiza en 
presencia de 10U/ml de apirasa (SIGMA), para evitar la disociación de BiP de sus 
proteínas sustrato. Los inmunoprecipitados se someten a electroforesis en geles de 
SDS-poliacrilamida (7,5%) en condiciones reductoras y se transfieren a membranas 
de nitrocelulosa. La membrana se incuba durante 16 h. con un anticuerpo policlonal 
de conejo anti-BiP de hámster (L. Hendershot, St.Jude’s Research Hospital, Memphis, 
USA) y posteriormente con una dilución 1/5.000 de inmunoglobulina G anti-conejo 
marcada con peroxidasa (SIGMA). Los inmunocomplejos se revelan con H2O2 y 4-
Cloro-1-naftol. 
 
3.14. INDUCCIÓN DE LA DIFERENCIACIÓN DE LA LÍNEA CELULAR 
MEGACARIOBLÁSTICA HUMANA MEG-01 
 
Las células MEG-01, procedentes de un caso de leucemia humana (Ogura et al, 
1985), crecen en suspensión en medio RPMI-1640, con 10% de suero fetal bovino, L-
glutamina y antibióticos, a 37 °C con atmósfera de 5% de CO2. Se cambia el medio 
cada 2-3 días, manteniendo una densidad de 2-8 x 106 células/ml. Las células son 
tratadas con concentraciones que van desde 0,5 nM hasta 150 nM de forbol 12-
miristato 13-acetato (PMA), durante períodos de tiempo variables para analizar la 
diferenciación megacariocítica. Las células presentan cierta tendencia a adherirse a las 
paredes de los frascos de cultivo y al tratarlas con PMA aumenta este porcentaje. Por 
ello, para su análisis, primero se recogen las células en suspensión y posteriormente 
las adheridas se despegan con PBS-EDTA 0,5 mM. El grado de diferenciación fue 
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valorado determinando la expresión en superficie del complejo GPIIb/IIIa mediante 
citometría de flujo. Para conocer la viabilidad celular tras el tratamiento con PMA, las 
células son tratadas con yoduro de propidio (50 µg/ml) antes de su análisis 
citométrico. También se extrajo el RNA total para cuantificar por RT-PCR los efectos 
de ésteres de forbol sobre los niveles de RNAm de GPIIb y GPIIIa. 
 
3.15. ENSAYOS DE ACTIVACIÓN DEL RECEPTOR DE FIBRINÓGENO EN 
PLAQUETAS 
 
3.15.1. Marcaje de fibrinógeno con fluoresceína 
La reacción de marcaje se realiza incubando 4 mg de fibrinógeno humano 
(SIGMA) con 2 mg de isotiocianato de fluoresceína (FITC)-Celite10% (Calbiochem) 
en 2 ml de PBS, a pH 8.3-8.5, durante 1 hora a temperatura ambiente (Xia et al, 
1996). Una vez finalizado el marcaje del fibrinógeno, el FITC-Celite se elimina por 
centrifugación a 10.000 x g, 5 min. El fibrinógeno marcado con fluoresceína se separa 
del FITC libre pasando la muestra por una columna de Sephadex G-25 (PD-10, 
Pharmacia) y con diálisis intensiva a 4 °C durante 24 horas. La eficacia del marcaje se 
determina por la relación Fluoresceína:Proteína (F:P) que se calcula midiendo la 
absorbancia del Fibrinógeno-FITC a 495 nm y 280 nm respectivamente.  
 
3.15.2. Unión del fibrinógeno o PAC-1 a plaquetas activadas 
La sangre completa es recogida en 1/10 de volumen de 3,8% citrato sódico y el 
plasma rico en plaquetas (PRP) es obtenido por centrifugación a 180 x g, 20 min. a 
temperatura ambiente. El PRP se centrifuga a 800 x g, 10 min. y las plaquetas 
sedimentadas se resuspenden en tampón Tyrode's, pH 7,4 (Hepes 5 mM, MgCl2 2 
mM, NaH2PO4 0,3 mM, KCl 3 mM, NaCl 134 mM, NaHCO3 12 mM, 0,1% glucosa, 
0,1% albúmina de suero bovino y CaCl2 1 mM) a una concentración final de 4 x 107 
plaquetas/ml. Una vez resuspendidas, se dejan en reposo a temperatura ambiente 
durante 30 min. Las plaquetas (50 µl) serán estimuladas durante 5 min. con uno o más 
de los siguientes agentes activadores: ditiotreitol 20 mM (DTT), forbol 12-miristato 
13-acetato 20 nM (PMA), adenosina 5’-difosfato 200 µM (ADP), (-)epinefrina 1 mM, 
1,5 U/ml de trombina de plasma humano, peptido agonista del receptor de trombina 
100 µM (TRAP; SFLLRN), factor activador de plaquetas-16 2 µM (PAF-16). 
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Posteriormente se adicionan 15 µg de fibrinógeno marcado con fluoresceína y se 
incuba durante otros 15 min. Tras un lavado, la cantidad de fibrinógeno-FITC ligado 
al complejo GPIIb/IIIa de las plaquetas activadas se determinará por citometría de 
flujo. 
En plaquetas tratadas con PMA también se midió la unión de PAC-1-FITC, 
anticuerpo monoclonal ligando-mimético que sólo reconoce el heterodímero 
GPIIb/IIIa en su conformación activada, es decir, capaz de ligar fibrinógeno con alta 
afinidad (Shattil et al, 1985). 
 
3.16. ENSAYOS DE ADHESIÓN CELULAR A FIBRINÓGENO 
INMOVILIZADO 
 
Los ensayos de adhesión se realizan en placas de 96 pocillos (Nalge Nunc) 
recubiertas con fibrinógeno de plasma humano (10 µg/ml en PBS) durante 2 horas a 
37 °C y bloqueadas con albúmina de suero bovino (BSA) al 1% durante 1 h. antes de 
su uso. 
Las células CHO transfectadas se despegan con PBS-EDTA y tras lavarlas con 
medio DMEM sin suero se resuspenden a una concentración de 5x105/ml. De esta 
suspensión celular se adicionan 100µl a cada pocillo y se incuban durante distintos 
tiempos a 37 °C con 5% CO2. Las células no adheridas se retiran con sucesivos 
lavados y las adheridas se visualizan y fotografían con un microscopio de contraste de 
fase (Nikon). 
 
3.17. ENSAYOS DE AGREGACIÓN EN PRESENCIA DE FIBRINÓGENO 
CON CÉLULAS CHO TRANSFECTADAS 
 
La agregación espontánea de células CHO transfectadas con los cDNAs de GPIIb 
y GPIIIa normal o mutado se analiza a partir de una suspensión celular (1,6x106/ml de 
medio sin suero) que se incuba con o sin fibrinógeno (1 mg/ml) en placas de cultivo 
de 24 pocillos (FALCON), previamente bloqueadas con BSA al 1%. Después de 15 
min. a temperatura ambiente, se analiza la presencia de agregados mediante 
microscopía. En algunos casos, las células se preincuban con anti-GPIIIa (10 µg de 
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4. RESULTADOS 
 
4.1. PATOLOGÍAS MOLECULARES ASOCIADAS A FENOTIPOS 
TROMBOASTÉNICOS TIPO II 
 
4.1.1. MUTACIÓN Cys674→Arg EN EL EXÓN 21 DE GPIIb 
 
4.1.1.1. Datos clínicos 
La paciente es una niña de 11 años que refiere frecuentes hemorragias 
mucocutáneas y aparición de petequias y hematomas sin causa aparente desde el 
nacimiento. Los padres, clínicamente asintomáticos, no reconocieron consanguinidad 
ni diátesis hemorrágica en la familia. En el momento de la recepción de muestras para 
su estudio, la paciente mostraba un tiempo de coagulación prolongado (7 min.), 
plaquetas de forma, tamaño y número normales (286.000/µl) y falta de agregación 
plaquetaria tanto espontánea como en respuesta a ADP, epinefrina o colágeno, aunque 
normal en respuesta a ristocetina. Los padres también mostraron disminución de 
agregación plaquetaria en respuesta a ADP o epinefrina y normal a ristocetina. En 
base a los datos clínicos y analíticos, la paciente fue diagnosticada de tromboastenia 
de Glanzmann. 
 
4.1.1.2. Contenido de GPIIb y GPIIIa en plaquetas 
La expresión en superficie del complejo GPIIb/IIIa en plaquetas se analizó por 
citometría de flujo, utilizando anticuerpos monoclonales que reconocen cada una de 
las subunidades. Los histogramas de la figura 8 representan las intensidades de 
fluorescencia obtenidas en plaquetas del paciente y sus familiares. La paciente mostró 
una importante reducción de los niveles de GPIIb y GPIIIa, con un canal medio de 
fluorescencia de aproximadamente un 10% de los valores obtenidos en individuos 
control. Ambos progenitores presentaron niveles de GPIIb/IIIa inferiores al control, 
disminución notablemente más acusada en el caso de la madre, mientras que las 
plaquetas de la hermana mostraron valores similares al control. Los resultados 
obtenidos en enzimoinmunoensayo y análisis de western a partir de plaquetas 
confirmaron los datos obtenidos por citometría de flujo (TablaVII). En contraste con 
otros pacientes tromboasténicos con ausencia total de GPIIb/IIIa en los que el 
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Plaquetas lavadas son incubadas con anticuerpos específicos, antiGPIIb y antiGPIIIa, como se 
describe en el apartado de Métodos. Los resultados se expresan como el logaritmo de la intensidad de 
fluorescencia frente al número de células. El panel superior muestra la expresión de GPIIb en plaquetas 
del paciente, sus padres, una hermana y un control. El panel inferior representa la expresión de GPIIIa 
en las plaquetas de estos mismos individuos. El control negativo indica la fluorescencia medida en 
plaquetas tratadas solamente con el anticuerpo secundario. 
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Cuantificación de GPIIb, GPIIIa y fibrinógeno en las plaquetas del 




  Paciente Padre Madre Hermana Control 
Citometría de flujo  
(canal medio de fluorescencia) 
      
GPIIb  4,2 25 15 52 45 
GPIIIa  4 30 17 45 50 
Enzimoinmunoensayo  
(% del control) 
      
GPIIb  10 50 25 100 100 
GPIIIa  10 58 30 100 100 
Fibrinógeno  25 100 100 100 100 
Western 
 (% del control) 
      
GPIIb  10 45 35 89 100 
GPIIIa  12 62 41 105 100 
 
La citometría de flujo, el enzimoinmunoensayo y el análisis de inmunotransferencia se realiza como 
se describe en el apartado de Métodos, utilizando anticuerpos específicos. Los valores de citometría 
son la media de tres observaciones distintas en duplicado.Los valores del control son las medias de al 
menos cuatro diferentes individuos sanos. La inmunotransferencia de lisados totales de plaquetas se 
realizó con dos diluciones distintas y en duplicado. La densitometría de las bandas se analiza con el 
programa NIH Image (http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). Los valores son expresados como 
porcentajes del control. 
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contenido plaquetario de fibrinógeno es prácticamente indetectable, la paciente 
mostró un 25% de los valores obtenidos en plaqueta control (Tabla VII). 
Para verificar la movilidad electroforética de GPIIb y GPIIIa y su grado de 
heterodimerización, se realizó un análisis de inmunoprecipitación a partir de lisados 
de plaquetas utilizando anticuerpos anti-GPIIb y anti-GPIIIa (Figura 9). Con ambos 
anticuerpos se obtienen bandas que migran como GPIIb y GPIIIa y sólo con anti-
GPIIb se inmunoprecipita una banda cuyo tamaño aparente corresponde a proGPIIb. 
En los lisados de plaquetas del enfermo, la densidad de las bandas de GPIIb y GPIIIa 
es menor aunque la relación de densidades proGPIIb/GPIIb madura es mucho mayor 
que la obtenida en sus familiares. Los padres muestran un patrón de bandas similar 
aunque menos intenso al obtenido en el caso de la hermana, cuyo contenido de 
GPIIb/IIIa es normal. 
 
4.1.1.3. Identificación de mutaciones en GPIIb 
Para determinar la lesión molecular que da lugar al déficit de receptor de 
fibrinógeno en esta paciente, se procedió a un análisis estructural de los genes de 
GPIIb y GPIIIa mediante SSCP y secuenciación. Cada uno de los exones y regiones 
intrónicas adyacentes se estudiaron por el análisis del polimorfismo conformacional 
de DNA monocatenario (SSCP). Así se vio que el fragmento de DNA genómico 
amplificado por PCR, que comprende los exones 5 a 7 de GPIIb presentaba, en la 
paciente y en el padre, un patrón de bandas con movilidades diferentes a los controles 
(Figura 10A). La secuenciación de esta región (Figura 10C) mostró la existencia de 
una transversión heterocigota C→A en la posición +2 del extremo 5' del intrón 5 de 
GPIIb. Esta base forma parte de la secuencia consenso del sitio de reconocimiento 
para el "splicing" de dicho intrón. La consecuencia predecible de la mutación 
[IVS5(+2)C→A] es que altere el procesamiento del RNA, dando lugar a la 
incorporación del intrón 5 (76 pb) en el RNAm, desplazamiento del marco de lectura 
y aparición de un codón de terminación prematuro. Esta mutación heterocigota, fue 
también hallada en el DNA genómico del padre, pero no en la madre ni en la hermana 
de la paciente. 
El análisis de SSCP del exón 21 de GPIIb mostró un patrón anómalo (Fig. 10B) de 
bandas en la paciente y en su madre, mientras que el del padre y hermana eran 
idénticos al control. Como muestra la figura 10D, por secuenciación se identificó una
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Las proteínas de los lisados de plaquetas del paciente y familiares son marcadas con biotina y los 
complejos GPIIb/IIIa son inmunoprecipitados con anticuerpos específicos. El material precipitado se 
resuelve en geles de SDS-poliacrilamida al 7,5% y se transfiere a membranas de nitrocelulosa que son 
procesadas como se indica en Materiales y Métodos. 
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Figura 10 
 
IDENTIFICACIÓN DE MUTACIONES EN GPIIb A PARTIR DE DNA 
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(A) Un fragmento de DNA genómico de 442 pb que comprende los exones 5, 6 y 7 de GPIIb fue 
amplificado por PCR, digerido con TaqI, y analizado mediante SSCP en geles de acrilamida al 16% - 
glicerol 8,7% a 14 °C. (B) Un fragmento de DNA genómico de 193 pb que contiene el exón 21 de 
GPIIb fue analizado por SSCP en geles de acrilamida al 14% - glicerol 8,7% a 15 °C. Las flechas 
señalan las bandas que en el paciente y los progenitores son distintas a las encontradas en el control. 
(C) y (D) muestran un fragmento de la secuenciación donde se identificó la transversión heterocigota 
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nueva mutación heterocigota (alelo materno) en el exón 21 de GPIIb. En este caso, se 
produce una transición de T por C en la posición 2113 del cDNA, que provoca la 
sustitución del residuo de cisteína 674 por una arginina (C674R) en la subunidad 
GPIIb. Esta mutación provoca la aparición de un nuevo sitio de restricción Fok I en la 
posición 2109 del cDNA, lo cual permitió verificar la presencia o ausencia de esta 
mutación en otros miembros de la familia. Ninguna de estas mutaciones fue 
encontrada en el DNA genómico de un gran número de individuos control, lo que 
parecía indicar que dichas mutaciones podrían ser responsables de fenotipo 
tromboasténico de la paciente 
 
4.1.1.4. Cuantificación y análisis del RNA mensajero de GPIIb y GPIIIa en 
plaquetas 
A partir de RNA total de plaquetas del paciente, familia y controles, se 
determinaron los niveles de RNAs mensajeros de GPIIb, GPIIIa y β-actina mediante 
RT-PCR, con sondas fluorescentes específicas para cada caso, según el procedimiento 
TaqMan descrito en el apartado de Métodos. La reacción se llevo a cabo en unas 
condiciones predeterminadas de cantidad de RNA y número de ciclos que aseguran 
que la emisión de fluorescencia de la sonda sea proporcional al producto generado por 
PCR. En este caso, se usaron 3 diferentes diluciones de las preparaciones de RNA 
total obtenidas de plaquetas del paciente, sus padres y un individuo control. Los 
productos de PCR obtenidos para una de las concentraciones de RNA utilizadas y 
sometidos a electroforesis en geles de agarosa, se muestran en la figura 11A. La 
emisión de fluorescencia debida a la hidrólisis de las sondas TaqMan específicas, se 
mide al final de la reacción. Los valores obtenidos para GPIIb y GPIIIa se normalizan 
con los obtenidos para la β-actina en cada una de las muestras. En la figura 11B se 
representan los valores del cociente ∆RQ GPIIb / ∆RQ β-actina frente a la cantidad de 
RNA total utilizado en la reacción. La relación GPIIIa/β-actina obtenida en todos los 
miembros de la familia fue similar a la observada en el control. En contraste, los 
valores de GPIIb/β-actina del padre y enferma muestran una reducción significativa, 
expresando solamente un 67% y 52% del control, respectivamente. En la madre, los 
niveles de RNA mensajero de GPIIb fueron normales. 
De los resultados obtenidos en la cuantificación del RNAm de GPIIb se puede 
deducir que la mutación IVS5(+2)C→A, encontrada en estado heterocigótico en padre 
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A partir de RNA total de plaquetas del paciente, familia y controles, se determinaron los niveles de 
RNAm de GPIIb, GPIIIa y β-actina mediante RT-PCR, adicionando sondas fluorescentes específicas 
(TaqMan, Perkin-Elmer) como se describe en el apartado de Métodos. (A) Los productos de PCR 
obtenidos para una de las concentraciones de RNA utilizadas, son sometidos a electroforesis en geles 
de agarosa al 3% y visualizados por tratamiento con bromuro de etidio. (B) El incremento de emisión 
de fluorescencia (∆RQ) de las sondas específicas TaqMan se mide al final de la reacción y los valores 
obtenidos para GPIIb y GPIIIa se normalizan con los de la β-actina en cada una de las muestras. En 
este panel se representan los valores del cociente ∆RQ GPIIb / ∆RQ β-actina frente a la cantidad de 
RNA total utilizado como templado de la reacción. 
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y paciente, provoca una clara disminución en los niveles de mensajero, mientras que 
la mutación T2113→C presente en la madre no altera la tasa normal de transcripción de 
GPIIb. De todos modos, para determinar el origen alélico de los transcritos de GPIIb 
en la paciente, se amplificó por RT-PCR un fragmento de 1190 pb que comprende los 
exones 20 a 30 de GPIIb y se secuenció directamente con un secuenciador 
automático. La figura 12 muestra que la paciente sólo posee una citidina en el 
nucleótido de la posición 2113, mientras que en la madre, heterocigota para la 
transición T2113→C, se obtuvo tanto una citidina como una timidina en esta misma 
posición. Según estas observaciones, el RNAm de GPIIb en la paciente proviene 
exclusivamente del alelo materno portador de la sustitución T2113→C. 
 
4.1.1.5. Expresión heteróloga de las formas normal y mutante de GPIIb en 
células de mamífero 
Para investigar el efecto de la mutación Cys674→Arg de GPIIb en la síntesis y 
expresión en superficie del complejo GPIIb/IIIa, se realizaron transfecciones 
transitorias en células CHO con el plásmido de expresión pcDNA3 conteniendo el 
cDNA de GPIIIa o GPIIb normal o mutante. Las proteínas de membrana de las 
células transfectadas se marcan con biotina y los complejos GPIIb/IIIa se 
inmunoprecipitan con anticuerpos monoclonales específicos para cada una de las 
subunidades. En las células cotransfectadas con GPIIIa y GPIIb normal, se detectó la 
presencia en membrana de ambas subunidades formando heterodímeros, pues las 
bandas correspondientes a ambas glucoproteínas se inmunoprecipitaron tanto con 
anti-GPIIb como anti-GPIIIa. Sin embargo, en las células transfectadas con GPIIIa y 
GPIIb mutante la expresión de los complejos en la superficie celular estaba 
claramente disminuida (Fig. 13A). 
Para detectar también el contenido intracelular de GPIIb/IIIa, se marcaron con 
biotina las proteínas de lisados celulares totales antes de la inmunoprecipitación. El 
patrón de bandas obtenido para las células que coexpresan ambas subunidades 
normales fue similar al mostrado en la superficie celular, a excepción de una banda 
correspondiente a proGPIIb que es observada cuando la inmunoprecipitación se 
realiza con anti-GPIIb (Fig. 13B). En la inmunoprecipitación con anti-GPIIb de 
lisados de células que coexpresan GPIIIa y GPIIb mutante, se detectó la presencia de 
proGPIIb además de bandas más tenues que migran como GPIIb madura y GPIIIa.
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Un fragmento de 1190 pb que contiene desde el exón 20 al 30 de GPIIb se amplificó por RT-PCR a 
partir de RNA total de plaquetas del paciente y de la madre utilizando los oligonucleótidos IIb1965-
S21 y  IIb3154-A21. Los productos amplificados fueron secuenciados directamente con un 
secuenciador automático modelo ABIprism 377 (Perkin-Elmer). 
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Figura 13 
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Células CHO son transfectadas transitoriamente con los cDNAs de GPIIIa y/o GPIIb normal o 
mutante [674R]. Las proteínas de la superficie celular (A) o las totales (B) son marcadas con biotina y 
los complejos GPIIb/IIIa son inmunoprecipitados con anticuerpos monoclonales anti-GPIIb o anti-
GPIIIa. Las proteínas inmunoprecipitadas se someten a electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida 
al 7,5% y se transfieren a una membrana de nitrocelulosa que se incuba con avidina-peroxidasa antes 
de ser revelada con H2O2 y 4-Cloro-1-Naftol. 
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Cuando la inmunoprecipitación se llevó a cabo con anti-GPIIIa, sólo se detectó 
GPIIIa y una banda poco visible correspondiente a GPIIb. Estas observaciones están 
de acuerdo con lo obtenido en el análisis de inmunoprecipitación a partir de lisados de 
plaquetas del paciente y parecen sugerir que la glucoproteína [674R]GPIIb mutante es 
capaz de heterodimerizar con GPIIIa pero posee una menor eficacia en el proceso de 
maduración y expresión en superficie. 
 
4.1.1.6. Análisis de pulso y caza para el estudio de la estabilidad de los complejos 
[674R]GPIIb/IIIa 
Las observaciones anteriores parecen indicar que la dimerización de la subunidad 
[674R]GPIIb no está impedida, por ello la razón de la baja tasa de expresión en 
superficie del complejo GPIIb/IIIa no se puede explicar a partir de los resultados 
obtenidos hasta el momento. En principio, se podría deber a una mayor inestabilidad 
de los complejos mutantes o debido a un retardo o impedimento a lo largo del tránsito 
intracelular en su ruta de biosíntesis. Para investigar este punto, células 
cotransfectadas transitoriamente con GPIIIa y GPIIb normal o [674R]GPIIb, fueron 
incubadas con [35S]-metionina durante 30 minutos. Al finalizar la incubación se retira 
el precursor radiactivo y las células se incuban con un exceso de metionina no 
marcada durante 0, 0,5 o 2 horas antes de que sean lisadas e inmunoprecipitadas con 
anti-GPIIb. Como se puede apreciar en la figura 14, en las células transfectadas con 
GPIIIa y GPIIb normal la cantidad de proGPIIb marcada decrece a lo largo del tiempo 
del mismo modo en que aumentan los niveles de complejos GPIIb/IIIa. Esto refleja un 
procesamiento, transporte y estabilidad normal de GPIIb/IIIa en estas células. Cuando 
se cotransfectan GPIIIa y [674R]GPIIb mutante, también se inmunoprecipitan las 
subunidades proGPIIb, GPIIb y GPIIIa con el anticuerpo anti-GPIIb en los tiempos 
analizados, pero en este caso, la disminución del marcaje de proGPIIb con el tiempo 
es mucho más lenta, sugiriendo que el número de subunidades que continúan la ruta 
de biosíntesis a lo largo del aparato de Golgi hasta llegar a la membrana es mucho 
menor. Después de 2 horas, el patrón de marcaje en células que expresan 
[674R]GPIIb fue similar al observado en las células control a tiempo cero. De 
acuerdo con estos resultados, la mutación C674R de GPIIb cambia la cinética o 
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Figura 14 
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(A) Células CHO, cotransfectadas transitoriamente con GPIIIa y [674R]GPIIb o GPIIb normal, son 
marcadas con [35S]-metionina durante un pulso de 30 minutos y después incubadas con un exceso de 
metionina no marcada. En los tiempos indicados, las células son lisadas e inmunoprecipitadas con anti-
GPIIb. Los precipitados se analizan mediante electroforesis como se describe en la sección de 
Métodos. (B) La intensidad de las bandas correspondientes a proGPIIb, GPIIb y GPIIIa, se cuantifica 
por densitometría digitalizando primero las bandas con un scanner de alta resolución y analizándolas 
después con el programa NIH Image (http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). Las gráficas de este panel 
representan los valores obtenidos para cada una de las bandas frente a los distintos tiempos. 
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4.1.1.7. Asociación de la proteína chaperona BiP a la subunidad GPIIb mutante 
El análisis de pulso y caza parece indicar que una etapa inicial de la ruta de 
expresión en superficie de [674R]GPIIb/IIIa debe estar alterada. Como la sustitución 
de la cisteína 674 de GPIIb implica la ruptura de un puente disulfuro intramolecular y 
por tanto, un cambio conformacional, nos pareció interesante el estudio de la 
interacción de GPIIb normal y mutante con la proteína chaperona BiP (Hendershot et 
al, 1988). La proteína BiP (GRP78) es un miembro de la familia hsp70 de chaperonas 
intracelulares que reside en el lumen del retículo endoplasmático donde se une 
transitoriamente a las proteínas nacientes, ayudando a su plegamiento y ensamblaje, 
pero la unión a proteínas con una conformación incorrecta será más estable, 
contribuyendo así a su retención y degradación en el retículo (Hellman et al, 1999). 
Con este fin, lisados totales de células CHO coexpresando GPIIIa y GPIIb normal o 
mutante o expresando solamente una de las subunidades, se inmunoprecipitan con 
anti-GPIIb y los precipitados se analizan por western utilizando un anticuerpo 
policlonal contra la chaperona BiP de hámster. Como se muestra en la figura 15A, la 
chaperona BiP únicamente se detectó en las células transfectadas con la subunidad 
[674R]GPIIb mutante sola o cotransfectada con GPIIIa. Para determinar si la proteína 
BiP inmunoprecipitada con anti-GPIIb estaba asociada sólo al monómero 
pro[674R]GPIIb o también cuando está formado complejos con GPIIIa, realizamos el 
mismo tipo de análisis pero inmunoprecipitando también con anti-GPIIIa, anticuerpo 
que reconoce los monómeros y heterodímeros de GPIIIa. Como se aprecia en la figura 
15B, con anti-GPIIIa sólo fue posible inmunoprecipitar BiP en células que coexpresan 
GPIIIa y [674R]GPIIb, sugiriendo que BiP se encuentra asociada tanto a 
conformaciones anómalas de pro[674R]GPIIb monomérica como a complejos 
heterodiméricos mutantes. De acuerdo con esta interpretación, la figura 15B también 
muestra que en células CHO transfectadas con la mutación [324K]GPIIb, incapaz de 
heterodimerizar con GPIIIa, no pudo ser detectada BiP cuando se utilizó anti-GPIIIa 
para inmunoprecipitar. 
 
4.1.1.8. Mutagénesis del puente disulfuro 674-687 de GPIIb 
Para aclarar si los efectos causados por la mutación C674R de GPIIb son debidos a 
la desaparición del puente disulfuro intracatenario 674-687, a la necesidad de una 
cisteína (C) en la posición 674 o a la presencia de un aminoácido con carga positiva 
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Células CHO, transfectadas transitoriamente con GPIIIa y/o GPIIb normal, [674R]GPIIb o 
[324K]GPIIb, se lisan e inmunoprecipitan solamente con anti-GPIIb (A) o se inmunoprecipitan con los 
anticuerpos monoclonales de cada subunidad, anti-GPIIb y anti-GPIIIa (B). Los precipitados se 
resuelven mediante electroforesis y se transfieren a una membrana que se incuba con un anticuerpo 
policlonal anti-BiP, como se describe en Materiales y Métodos. 
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(R) en este lugar, generamos mutaciones puntuales en los residuos de GPIIb 
implicados en este puente disulfuro, sustituyendo una o ambas cisteínas por alanina 
(A). Realizamos transfecciones transitorias de los distintos cDNAs mutados de GPIIb 
en células CHO-IIIa y analizamos los efectos producidos en cada caso sobre la 
expresión en superficie del receptor GPIIb/IIIa mediante citometría de flujo. Los 
resultados obtenidos se representan en la figura 16. Al igual que en las plaquetas de la 
portadora de la mutación, la cantidad de [674R]GPIIb/IIIa que se detectó en la 
superficie de las células CHO fue menor (29%) que los valores control hallados en 
células transfectadas con GPIIb normal. La sustitución de la cisteína 674 por alanina, 
en vez de arginina, mejoró los niveles de expresión en superficie, llegando hasta un 
55% del control, lo que sugiere que la presencia de un aminoácido cargado 
positivamente en esta posición no favorece la expresión de este complejo, aunque no 
es su presencia la única causa del déficit de expresión superficial. Para observar los 
cambios provocados por la ausencia del puente disulfuro intracatenario 674-687, se 
introdujo la mutación C687A, que cambia la otra cisteína del puente disulfuro por 
alanina. La expresión de la forma [687A]GPIIb también fue un 41% de la observada 
para GPIIb normal, por lo que parece lógico pensar que la conservación del puente 
disulfuro 674-687 de GPIIb es esencial para mantener niveles normales de expresión 
superficial de GPIIb/IIIa. Las formas de GPIIb con ambas cisteínas mutadas, 674R-
687A y 674A-687A, sólo expresaron alrededor del 15-20% del control, lo cual indica, 
que además de la ruptura del puente disulfuro, la desaparición de ambas cisteínas 
provoca un efecto aún más negativo sobre la expresión de GPIIb/IIIa. 
Lisados totales de las células transfectadas con cada forma mutante de GPIIb 
fueron inmunoprecipitados con anti-GPIIb y a continuación, se determinó la presencia 
de la chaperona BiP entre las proteínas precipitadas. Los resultados obtenidos (Figura 
16, panel inferior) indicaron que BiP está fuertemente asociada no sólo a 
[674R]GPIIb, glucoproteína mutada de forma natural, sino también al resto de formas 




































































Células CHO-IIIa fueron transfectadas con el cDNA de GPIIb normal o el de las distintas formas 
mutantes de GPIIb que se indican. En el panel superior se representa la expresión en superficie de los 
complejos GPIIb/IIIa, determinada mediante citometría de flujo con anti-GPIIb. Los resultados son la 
media + SD de tres experimentos independientes en duplicado y se indican como porcentaje de la 
expresión en superficie de los complejos normales ([674C]GPIIb/IIIa). En el panel inferior, lisados 
totales de las células transfectadas con cada forma mutante de GPIIb fueron inmunoprecipitados con 
anti-GPIIb y a continuación, se analizó la presencia de la chaperona BiP entre las proteínas precipitadas 
mediante inmunotransferencia de western con el anticuerpo policlonal anti-BiP. 
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4.1.1.9. Fijación de fibrinógeno y PAC-1 a plaquetas portadoras de complejos 
[674R]GPIIb/IIIa mutantes 
Como acabamos de describir, la mutación C674R de GPIIb provoca un defecto 
cuantitativo del receptor plaquetario GPIIb/IIIa, que justifica el fenotipo 
tromboasténico de la paciente, pero desconocemos si la presencia de una arginina en 
la posición 674 de GPIIb y la conservación del puente disulfuro 674-687 son 
importantes desde un punto de vista funcional. Con tal fin, hemos estudiado la 
fijación de ligandos a plaquetas de la paciente tromboasténica objeto de este estudio, 
que expresa sólo receptor [674R]GPIIb/IIIa (10% del control) y de su madre, 
heterocigota para la mutación [674R]GPIIb, que expresa sólo el 30% de receptor de 
plaquetas control. Para ello, analizamos la unión de fibrinógeno soluble a las 
plaquetas tras ser activadas con distintos agonistas fisiológicos o pretratadas con otros 
agentes activadores conocidos como DTT o PMA. El fibrinógeno fue marcado con 
fluoresceína para poder detectar su unión a las plaquetas mediante citometría de flujo. 
La unión del fibrinógeno a plaquetas de la paciente y de la madre se representa en la 
figura 17A como la intensidad de fluorescencia obtenida mediante citometría de flujo 
y expresada como porcentaje de los valores obtenidos en plaquetas control. En todos 
los casos, las plaquetas respondieron a diversos activadores produciéndose fijación de 
fibrinógeno soluble. Aunque el incremento de fluorescencia observado en paciente y 
madre fue inferior al obtenido en plaquetas de individuos control, hay que hacer notar 
que fue proporcional al numero de receptores que poseen en la superficie plaquetaria. 
Según estos datos, la activación plaquetaria inducida por agonistas es capaz de 
producir un cambio conformacional en los complejos [674R]GPIIb/IIIa, cuyo 
resultado es un aumento de afinidad por el fibrinógeno en solución. Esta 
interpretación se ve corroborada por la observación de que las plaquetas de la paciente 
después de ser estimuladas con PMA, son reconocidas por el anticuerpo monoclonal 
PAC-1, específico del complejo GPIIb/IIIa en su conformación activa (Figura 17B). 
 
4.1.1.10. Coexpresión de GPIIb normal y [674R]GPIIb mutante  
El contenido plaquetario de GPIIb en la madre de la paciente, heterocigota para la 
mutación [674R]GPIIb, se determinó mediante distintas técnicas (Tabla VII) 
obteniéndose valores de un 25-35% del control, aunque los niveles de RNA 
mensajero de GPIIb y GPIIIa eran normales. Si asumimos que un 50% de los 
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ENSAYOS DE UNIÓN DEL FIBRINÓGENO Y PAC-1 CON PLAQUETAS 
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Panel superior: Las plaquetas del paciente tromboasténico, de su madre y de controles son tratadas 
con distintos activadores plaquetarios, incubadas con fibrinógeno-FITC y analizadas mediante 
citometría. Los resultados se expresan como porcentaje de los valores del control normal. Panel 
inferior: Los histogramas muestran la unión del anticuerpo PAC1-FITC a plaquetas del paciente y del 
control activadas con PMA y analizadas en el citómetro de flujo. El blanco o control negativo se 
realizó con plaquetas no activadas pero igualmente incubadas con PAC1. 
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transcritos derivan del alelo normal y el otro 50% del alelo portador de la mutación 
C674R, esperaríamos obtener al menos un contenido plaquetario de GPIIb del 50%, 
como lo visto en el caso del padre, o incluso mayor si consideramos que en las 
plaquetas de la paciente con sólo un 50% de RNAm mutado se llega a detectar una 
cantidad de [674R]GPIIb del ∼10% del control. Una posible explicación de la menor 
expresión de complejos GPIIb/IIIa en la madre podría ser la competición entre los 
productos derivados del alelo normal y el mutado en alguna etapa limitante. Para 
estudiar esta posibilidad, cotransfectamos en células CHO-IIIa distintas cantidades de 
cDNA de GPIIb normal y/o mutado y medimos su expresión en superficie por 
citometría de flujo. En la figura 18A se representa la expresión de los complejos 
normales o mutados en función de la cantidad de cDNA transfectado. En este panel 
observamos que al aumentar la cantidad del plásmido pcDNA3-GPIIb normal 
también aumenta la expresión de complejos en superficie, por lo que suponemos que 
los niveles de GPIIIa en las células CHO-IIIa no son limitantes en estas condiciones 
experimentales. En las células transfectadas con [674R]GPIIb mutado se obtuvieron 
niveles de expresión más bajos en todos los casos y se observó un fenómeno de 
saturación a partir de 6 µg de plásmido transfectado, pues la adición de cantidades 
mayores no mejoró la expresión de GPIIb mutante en superficie. En el panel B de la 
figura 18 se muestran los valores obtenidos y estimados cuando se transfectan 
conjuntamente distintas cantidades de GPIIb normal y mutado. Los valores estimados 
se obtuvieron de acuerdo a los datos del panel A, asumiendo que la concentración de 
cDNA que se transfecta no es limitante y que la expresión en superficie de los 
productos de ambos cDNAs (normal y mutado) debe ser aditiva. Contrariamente a lo 
esperado, al cotransfectar GPIIb con cantidades iguales o mayores de [674R]GPIIb, 
los niveles de complejos detectados en la superficie fueron siempre menores a los 
obtenidos cuando únicamente se transfectaba GPIIb normal. Los resultados mostraron 
una creciente inhibición de la expresión de GPIIb/IIIa en función del cociente entre 
las cantidades de formas mutante y normal de GPIIb que se transfectan (Figura 18C). 
Partiendo de cantidades equimoleculares de cDNA normal y mutado, 
presumiblemente lo esperado en condiciones fisiológicas de heterocigosis, la 
inhibición obtenida fue de ∼35%. Estos resultados indican que [674R]GPIIb, al tener 
alterada alguna etapa de su tráfico intracelular, incide negativamente en el correcto 
procesamiento de la subunidades normales de GPIIb. 
 79











0 2 4 6 8 10 12

















0 2 4 6 8 10 12
N+M Obtenido
N+M Estimado
       2              6             10
          
       2              2               2











































(A) Células CHO-IIIa son transfectadas transitoriamente con cantidades variables de cDNA de 
GPIIb normal o [674R]GPIIb. La expresión en superficie de complejos GPIIb/IIIa se analiza mediante 
citometría con anti-GPIIb. Los resultados son la media de, al menos, tres experimentos independientes 
realizados por duplicado. (B) Distintas proporciones de los cDNAs de GPIIb normal y [674R]GPIIb se 
cotransfectan en células CHO-IIIa y la expresión de heterodímeros GPIIb/IIIa se determina mediante 
análisis citofluorimétrico. Los valores estimados se obtienen asumiendo que, de acuerdo a los 
resultados del panel A, la expresión en superficie procedente de ambos cDNAs debe de ser aditiva. (C) 
Los porcentajes de inhibición de expresión en superficie de GPIIb/IIIa se calculan en base a las 
diferencias encontradas entre los valores estimados y los obtenidos del panel B. 
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COEXPRESIÓN DE BiP EN CÉLULAS CHO-IIIa TRANSFECTADAS CON 


















































Células CHO-IIIa son transfectadas transitoriamente con cantidades variables de cDNA de GPIIb 
normal y [674R]GPIIb, como se describe en la figura 18, además de 4 µg del plásmido de expresión 
pMT-BiP (L. Hendershot, St.Jude’s Research Hospital, Memphis, USA) (+BiP) o del plásmido vacío  
(-BiP). Transcurridas 48 horas desde la transfección, la expresión en superficie de complejos 
GPIIb/IIIa se analiza mediante citometría de flujo con anti-GPIIb. Los resultados son la media ± SD de 
al menos tres experimentos independientes realizados por duplicado. 
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Con arreglo a los resultados previos, la subunidad [674R]GPIIb mutada se 
encuentra asociada más establemente a BiP; por ello, una posible explicación de la 
competición observada entre las formas normal y mutante de GPIIb, podría ser la 
limitación de proteína chaperona disponible para el plegamiento de las subunidades. 
Para estudiar esta posibilidad, cotransfectamos el vector de expresión pMT-BiP-
cDNA con cantidades variables de GPIIb normal y mutante en células CHO-IIIa 
(Figura 19). De acuerdo con los resultados obtenidos, la sobrexpresión de BiP no 
eliminó el efecto inhibitorio que produce [674R]GPIIb sobre la expresión de GPIIb 
normal. Por el contrario, se observó una mayor inhibición de la expresión superficial 
de complejos GPIIb/IIIa en todas las condiciones analizadas. La sobrexpresión de BiP 
debe incrementar los niveles de complejos [674R]GPIIb-BiP, perturbando de esta 
manera el tráfico intracelular de las subunidades normales de GPIIb. 
 
4.2. PATOLOGÍAS MOLECULARES ASOCIADAS A FENOTIPOS 
TROMBOASTÉNICOS TIPO I 
 
4.2.1. MUTACIÓN [288delC]GPIIb 
 
4.2.1.1. Datos clínicos 
En este caso, los pacientes son dos hermanos de 20 y 18 años, con trastornos 
hemorrágicos severos y antecedentes de diátesis hemorrágica desde el nacimiento. 
Los padres no presentan ningún desorden hematológico y no reconocieron 
consanguinidad, pero creían haber oído que un bisabuelo había sufrido algún trastorno 
hemorrágico. Los estudios hematológicos realizados a los pacientes en el Hospital 
Insular de Gran Canarias, Las Palmas, revelaron un número de plaquetas normal, 
tiempos de hemorragia prolongados (>15 min) y problemas de coagulación. Se 
observó ausencia de agregación plaquetaria tanto espontánea como en respuesta a 
ADP, adrenalina, colágeno y ácido araquidónico, aunque si se pudo observar 
agregación en respuesta a ristocetina. 
 
4.2.1.2. Niveles de GPIIb y GPIIIa en plaquetas 
El análisis del contenido plaquetario del receptor GPIIb/IIIa en pacientes y 
familiares se realizó mediante citometría de flujo con anticuerpos monoclonales 
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ANÁLISIS POR CITOMETRÍA DE FLUJO DE LA EXPRESIÓN DE 






































Plaquetas lavadas fueron incubadas con anticuerpos monoclonales específicos contra GPIIb 
o GPIIIa, como se describe en la sección de Métodos. Los histogramas son representaciones 
logarítmicas de la intensidad de fluorescencia frente al número de células. El panel superior 
muestra las señales de fluorescencia de GPIIb y GPIIIa de plaquetas controles. El control 
negativo representa la señal de fluorescencia de plaquetas incubadas sin anticuerpos 
específicos. Los paneles intermedio e inferior muestran, respectivamente, la expresión en 
superficie de GPIIb y GPIIIa en plaquetas del paciente, de sus padres y su hermano. 
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específicos para GPIIb y GPIIIa. En el histograma de la figura 20 se muestra como la 
intensidad de fluorescencia obtenida a partir de las plaquetas de los pacientes fue 
igual al control negativo, el cual se realiza adicionando únicamente el anticuerpo 
secundario anti-IgG de ratón marcado con fluoresceína. Estos datos reflejan una 
ausencia total de complejos GPIIb/IIIa en la superficie plaquetaria de los pacientes. 
Los padres y el hermano presentaron una disminución significativa de complejos en 
comparación a individuos control. Según estos resultados, los pacientes padecerían 
una tromboastenia de Glanzmann tipo I. 
 
4.2.1.3. Detección de mutaciones en GPIIb 
Los genes GPIIb y GPIIIa de los pacientes fueron estudiados en busca de 
mutaciones mediante análisis de SSCP. De esta manera, el fragmento que comprende 
desde el exón 2 al 4 de GPIIb fue amplificado a partir de DNA genómico de los 
pacientes, padres, hermano e individuos control y el producto de amplificación 
digerido con Hinf I antes de su análisis por SSCP. El patrón electroforético obtenido 
en este caso se muestra en la figura 21. En los dos pacientes se observan bandas 
ausentes en los controles, pero también detectadas en los familiares estudiados. Uno 
de los controles presenta una banda ausente en el otro control, pero presente en otros 
miembros de la familia. Posteriormente, pudimos aclarar que esta banda era debida a 
un polimorfismo en una de las secuencias intrónicas carente de significado 
patológico. La secuenciación del fragmento de DNA utilizado en el análisis de SSCP 
reveló la existencia de una mutación homocigota en el exón 2 de ambos pacientes que 
consiste en la deleción de la citosina 288 del cDNA de GPIIb (Figura 22) que cambia 
la pauta del marco de lectura generando la aparición de un codón de terminación 
prematuro en el RNAm. Ambos progenitores y el hermano de los pacientes resultaron 
heterocigotos para esta misma mutación. Esta deleción no crea ni destruye sitios de 
restricción por lo que, por razones de simplicidad, la condición de portadores en los 
familiares la estudiamos mediante análisis de SSCP. Posteriormente a este estudio, 
tuvimos acceso a dos nuevos casos de tromboastenia cuyos ancestros eran de la 
misma localidad insular española que la de los pacientes descritos. Estos nuevos 
pacientes resultaron ser homocigotos para esta misma mutación. El árbol genealógico 
y la condición de portadores de las dos familias estudiadas aparecen representados en 
la figura 23. 
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ANÁLISIS DE POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE DNA 
MONOCATENARIO (SSCP) DEL EXÓN 2 DE GPIIb DE PACIENTES 




















Un fragmento de DNA de 734 pb que comprende los exones 2, 3 y 4 de GPIIb se amplificó a partir 
de DNA genómico con los oligonucleótidos intrónicos: 5’-GGGCCTGGGATACGCTGGAAT-3’ y 5’-
CCAGATCCAAAGCAAGGGC-3’. Los productos de amplificación fueron digeridos con Hinf I, 
obteniéndose fragmentos de 17, 160 y 557 pb que fueron resueltos mediante electroforesis a 15 °C en 
acrilamida al 14% con 8,7% de glicerol. Las bandas correspondientes al DNA monocatenario se 
visualizaron por tinción con nitrato de plata. La flecha señala una banda presente en los pacientes y sus 
familiares y ausente en los controles. 
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IDENTIFICACIÓN DE LA MUTACIÓN [288delC] EN EL EXÓN 2 DE GPIIb 
























































Un fragmento de DNA de 734 pb que incluye el exón 2 de GPIIb se amplificó a partir de 
DNA genómico con los oligonucleótidos intrónicos: 5’-GGGCCTGGGATACGCTGGAAT-
3’ y 5’-CCAGATCCAAAGCAAGGGC-3’. Los productos de amplificación se clonaron en un 
vector T y se determinó la secuencia de nucleótidos de una mezcla de 10 clones. La figura 
muestra un fragmento de secuencia que comprende los nucleótidos 283 a 297 que codifican 
los aminoácidos 95 a 99 de GPIIb. La deleción en el paciente de una de las cuatro citosinas en 
posiciones 288-291 genera un cambio en el marco de lectura con la sustitución de Ser98Leu99 
por Arg98Cys99. 
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ARBOL GENEALÓGICO DE DOS FAMILIAS PORTADORAS 














El estado de portador en las familias de los pacientes con tromboastenia causada por una deleción 
en el exón 2 de GPIIb [288delC] se determinó mediante análisis de SSCP. Un fragmento de DNA de 
734 bp que comprende los exones 2, 3 y 4 fue amplificado a partir de DNA genómico. Los productos 
de PCR se digirieron con Hinf I, obteniéndose fragmentos de 17, 160 y 557 pb que fueron resueltos 
mediante electroforesis a 15 °C en acrilamida al 14% conteniendo 8,7% de glicerol. 
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4.2.1.4. Análisis de los productos de transcripción de fragmentos del gen GPIIb 
normal y [288delC]GPIIb mutado mediante el vector Exontrap 
La mutación [288delC]GPIIb cambia la pauta del marco de lectura provocando la 
aparición de un codón de terminación prematuro en el RNAm. Estas mutaciones 
generan en ciertos casos un procesamiento alternativo del mensajero distinto al 
esperado. Para investigar esta posibilidad, se clona en el vector Exontrap pET01 (Mo 
Bi Tec; Auch y Reth, 1990) un fragmento de DNA genómico normal o [288delC] que 
comprende los exones 2 al 9 de GPIIb. El vector Exontrap incluye un exón 5' y otro 3' 
separados por un intrón que contiene un sitio de policlonación donde se introduce el 
fragmento de interés. Este vector recombinante se transfecta en células eucarióticas, 
donde se transcribe y genera un RNA maduro en el que las secuencias intrónicas del 
DNA genómico clonado son eliminadas. A partir de RNA total de células CHO 
transfectadas y mediante RT-PCR, se amplifican con oligos específicos los transcritos 
generados y se clonan en un vector T para su secuenciación. La figura 24 muestra los 
resultados obtenidos de la secuenciación de estos productos. En las células 
transfectadas con el vector que contiene GPIIb normal, sólo se obtuvieron transcritos 
de 703 pb con un patrón correcto de procesamiento de los exones. En las células 
transfectadas con pET01-GPIIb [288delC] se obtuvieron mayoritariamente transcritos 
de 702 pb, tamaño esperado debido a la deleción de una citosina, pero con un 
procesamiento perfectamente normal. Sólo uno de los transcritos analizados mostró 
un tamaño menor, de 393 pb, como resultado de la pérdida de los exones 2 al 4 y la 
inserción del intrón 5 de 76 pb (Figura 24). 
 
4.2.1.5. Cuantificación y análisis de RNA mensajeros de GPIIb y GPIIIa en 
plaquetas 
La determinación cuantitativa de los niveles de RNAm de GPIIb y GPIIIa en las 
plaquetas de los pacientes y de ambos padres se realiza mediante RT-PCR utilizando 
sondas TaqMan fluorescentes. La figura 25 muestra los resultados obtenidos, donde 
se aprecia una acusada disminución del RNAm de GPIIb en ambos pacientes, con un 
contenido entre 10-12 veces menor que el de los controles. Los padres, heterocigotos 
para la mutación [288delC], también presentan una reducción de RNAm-GPIIb de 
aproximadamente un 50%. En contraste, los valores obtenidos para el RNAm de 
GPIIIa fueron muy similares en pacientes, padres y controles, indicando que el gen de
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ANÁLISIS DE LOS PRODUCTOS DE TRANSCRIPCIÓN DE GPIIb [288delC] 

























Fragmentos de DNA genómico que contienen desde el exón 2 al 9 de GPIIb, procedentes de un 
paciente o de un control, son subclonados en el vector pET01 y transfectados en células CHO. A partir 
del RNA total de células CHO transfectadas y mediante RT-PCR, se amplifican con oligonucleótidos 
específicos los transcritos generados y se clonan en un vector T para su secuenciación. La figura 
muestra el procesamiento sufrido por el RNA mensajero de GPIIb normal y de GPIIb-[288delC]. Las 
cajas negras representan los exones y las franjas blancas corresponden a las deleciones encontradas. 
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Figura 25 
 
CUANTIFICACIÓN DEL RNAm DE GPIIb DE PLAQUETAS DE LA 





































La cuantificación, basada en amplificación por RT-PCR, de los RNAs mensajeros de β-actina, 
GPIIb y GPIIIa de plaquetas de los dos pacientes, familiares heterocigotos e individuos controles, se 
realizó usando el sistema TaqMan (Perkin-Elmer), como se detalla en la sección de Métodos. (A) Los 
productos de amplificación de GPIIb, GPIIIa y β-actina, obtenidos a partir de una de las 
concentraciones de RNA total utilizadas, se someten a electroforesis en geles de agarosa al 3% para 
verificar que se obtiene una única banda del tamaño esperado y visualizar el grado de amplificación. 
(B) El incremento de emisión de fluorescencia (∆RQ) de las sondas específicas TaqMan se mide al 
final de la reacción y los valores obtenidos para GPIIb y GPIIIa se normalizan con los de la β-actina en 
cada una de las muestras. En este panel se representan los valores del cociente ∆RQ GPIIb / ∆RQ β-
actina frente a la cantidad de RNA total utilizado como templado de la reacción. 
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GPIIIa continúa transcribiéndose con normalidad a pesar de la falta de expresión en 
superficie de complejos GPIIb/IIIa. 
Para el análisis de la estructura primaria del RNAm-GPIIb de los pacientes, se 
amplificó el extremo 5' del cDNA, se clonó en un vector T y un número significativo 
de clones fueron secuenciados. La mayoría de ellos contenían correctamente todos los 
exones y sólo mostraban la mutación [288delC]. Uno de los clones secuenciados 
presentaba una deleción de un fragmento de 98 pb que codifica el exón 3 de GPIIb y 
comprende los residuos 311-408. La deleción de este fragmento de 98 pb permite que 
se recupere la pauta del marco de lectura, por lo cual la traducción de este mensajero 
dará lugar a una proteína GPIIb con sustituciones en los aminoácidos 98 al 103 y una 
deleción desde el aminoácido 104 al 136 pertenecientes al exón 3. La cantidad de esta 
forma de RNAm debe ser muy reducida, dada su escasa representación, por lo que es 
improbable que tenga algún significado fisiológico. 
 
4.2.1.6. Expresión heteróloga de GPIIb normal y [288delC]GPIIb mutante en 
células CHO 
En las plaquetas del paciente se detectaron 2 tipos de transcritos de GPIIb: El 
RNAm-GPIIb-[288delC], de representación mayoritaria, cuya traducción generaría un 
polipéptido de 109 residuos y otro de muy escasa representación, el [exon-3del] 
GPIIb, que daría lugar a una proteína con una deleción interna de 33 aminoácidos 
pertenecientes al exón 3. El contenido plaquetario de ambos mensajeros es muy bajo, 
por lo que es improbable que los productos de traducción de estos mensajeros 
desempeñen algún papel fisiológico; no obstante, es interesante analizar si estas 
formas mutadas de GPIIb son capaces de formar heterodímeros con GPIIIa y/o 
expresarse en la membrana plasmática. Con esta finalidad, se transfectaron células 
CHO con el vector de expresión pcDNA3 conteniendo GPIIIa, GPIIb normal, 
[288delC]GPIIb, o [exon-3del]GPIIb. El cDNA de [288delC]GPIIb se preparó por el 
método de extensión de fragmentos solapables mediante PCR. Para la construcción 
del plásmido pcDNA3-GPIIb-[exon-3del], el fragmento Sac II-Not I del cDNA de 
GPIIb con la deleción del exón 3 se amplificó a partir del RNA de plaquetas del 
paciente por RT-PCR y se sustituyó este fragmento mutado en el cDNA de GPIIb. La 
expresión en superficie de complejos GPIIb/IIIa en las células transfectadas se midió 
mediante citometría de flujo. En células transfectadas con GPIIIa y GPIIb normal se
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Células CHO son transfectadas transitoriamente con los cDNAs de GPIIIa y GPIIb normal, 
[288delC]GPIIb o [exon-3del]GPIIb. Los lisados de las células son marcados con biotina y los 
complejos GPIIb/IIIa son inmunoprecipitados con anti-GPIIb o anti-GPIIIa. Los inmunocomplejos se 
precipitan mediante la incubación con proteína A-Sepharosa a 4 °C y son eluidos en un tampón 
reductor. Las proteínas inmunoprecipitadas se someten a electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida 
al 7,5% y se procesan como se describe en la sección de Métodos. 
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observó la presencia de complejos en superficie con anticuerpos de ambas 
subunidades. En las células transfectadas con GPIIIa y [288delC]GPIIb o [exon-
3del]GPIIb únicamente se observó la presencia en superficie de GPIIIa, confirmando 
observaciones anteriores de que esta subunidad es capaz de expresarse en superficie, 
probablemente formando heterodímeros con subunidades α endógenas. Las células 
transfectadas también se analizaron mediante inmunoprecipitación de los lisados 
celulares con anticuerpos contra ambas glucoproteínas. Como puede verse en la figura 
26, la inmunoprecipitación con anti-GPIIb de células transfectadas con GPIIb normal 
permite la detección de tres bandas correspondientes a proGPIIb, GPIIb y GPIIIa. En 
las células transfectadas con [288delC]GPIIb no se inmunoprecipitó ninguna proteína 
con anti-GPIIb, mientras que en las transfectadas con [exon-3del]GPIIb se obtuvo una 
banda de un peso molecular ligeramente inferior al de proGPIIb. En ninguno de estos 
dos casos se detectó la subunidad GPIIIa utilizando el anticuerpo anti-GPIIb para la 
inmunoprecipitación. Por lo tanto, en las células transfectadas con las formas 
mutantes de GPIIb sólo se detectan subunidades GPIIIa cuando se inmunoprecipita 
con su anticuerpo específico. Según estos resultados, la deleción del exón 3 de GPIIb 
da lugar a un mensajero que permite la síntesis de una subunidad proGPIIb de menor 
tamaño incapaz de heterodimerizar con GPIIIa. 
 
4.2.2. MUTACIÓN Arg597 → STOP EN EL EXÓN 19 DE GPIIb 
 
4.2.2.1. Datos clínicos 
El paciente es un varón de 7 años de edad que presenta una historia de diátesis 
hemorrágica desde el nacimiento y sin antecedentes conocidos de consanguinidad ni 
trastornos hemorrágicos en sus familiares. En los análisis hematológicos se 
obtuvieron tiempos de hemorragia muy prolongados, plaquetas de tamaño y número 
normal pero con ausencia de agregación tanto espontáneamente como en respuesta a  
ADP, adrenalina o colágeno, pero si en respuesta a ristocetina.  
 
4.2.2.2. Contenido plaquetario de GPIIb y GPIIIa  
El estudio de citometría de flujo reveló ausencia total de complejos GPIIb/IIIa en 
las plaquetas del paciente y una reducción significativa en ambos progenitores (Figura 
27). Se detectaron complejos αvβ3 en las plaquetas del paciente, lo cual indica que la 
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DETERMINACIÓN DE LA EXPRESIÓN EN SUPERFICIE DE GPIIb/IIIa EN 

































Las plaquetas fueron incubadas con anticuerpos monoclonales contra GPIIb o GPIIIa y analizadas 
mediante citometría de flujo, como se describe en la sección de Métodos. Los histogramas son 
representaciones logarítmicas de la intensidad de fluorescencia frente al número de células. Los paneles 
superior e inferior muestran, respectivamente, las señales de fluorescencia de GPIIb y GPIIIa en 
plaquetas de controles, del paciente y de sus progenitores. El control negativo representa la 
fluorescencia obtenida en plaquetas incubadas sin anticuerpos específicos. 
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Las plaquetas son lisadas mediante sonicación y la fracción particulada, solubilizada en 
detergente, se utilizó para el análisis de western.  Alícuotas de 20 µg de proteína del paciente 
y 10 µg de proteína de los padres y control fueron resueltas mediante geles de SDS-
poliacrilamida y transferidas a membranas de nitrocelulosa.  Las membranas se incubaron con 








ANÁLISIS DE INMUNOPRECIPITACIÓN DE GPIIb Y GPIIIa EN 
PLAQUETAS DE LA FAMILIA PORTADORA DE LA MUTACIÓN 





































Las proteínas de los lisados de plaquetas del paciente y familiares son marcadas con biotina y los 
complejos GPIIb/IIIa son inmunoprecipitados con anticuerpos específicos. El material precipitado se 
resuelve en geles de SDS-poliacrilamida al 7,5% y se transfiere a membranas de nitrocelulosa que son 
procesadas como se indica en Materiales y Métodos. 
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ausencia de complejos GPIIb/IIIa debe ser causada por ausencia o deficiencia de 
subunidades GPIIb. El contenido de GPIIb y GPIIIa en lisados de plaquetas se analizó 
también mediante análisis de western (Figura 28) e inmunoprecipitación (Figura 29) 
de cada subunidad. En ninguno de estos análisis se detectó GPIIb en las plaquetas del 
paciente y se observó además una importante reducción del contenido de GPIIIa. Los 
padres también presentaron niveles plaquetarios reducidos de ambas subunidades. 
Estas observaciones confirman el diagnóstico clínico de enfermedad de Glanzmann y 
permiten definirla como tipo I en base a la ausencia total del receptor plaquetario 
GPIIb/IIIa. 
 
4.2.2.3. Localización de mutaciones en GPIIb 
La amplificación de los exones de GPIIb y su análisis por el método de 
polimorfismo conformacional de DNA monocatenario (SSCP) permitió desvelar la 
existencia de una mutación en el exón 19 de GPIIb del paciente. Como muestra la 
figura 30, el patrón electroforético observado en el paciente fue distinto al del 
individuo control, con la aparición de nuevas bandas y desaparición de otras presentes 
en el control. Mediante este análisis también se determinó que el abuelo paterno, los 
padres y tres hermanos eran heterocigotos para esta misma mutación, pues su patrón 
electroforético posee tanto las bandas observadas en el control como en el paciente. 
La secuenciación del exón 19 (Figura 31) permitió detectar una transición C→T en la 
posición 1882 del cDNA de GPIIb que cambia el residuo arginina 597 por un codón 
TGA de terminación.  
La verificación y detección de portadores de esta mutación en los miembros de la 
familia se llevó a cabo por dos procedimientos (Figura 32): amplificación específica 
de alelos por PCR (ASPCR), utilizando oligonucleótidos con el extremo 3' 
complementario a la secuencia normal o a la mutada (Figura 32A), y mediante 
análisis de restricción (Figura 32B), aprovechando que esta mutación genera un sitio 
Nla III en la posición1880 del cDNA de GPIIb. Ambos métodos confirmaron los 
resultados obtenidos previamente por SSCP. 
 
4.2.2.4. Cuantificación del RNAm de GPIIb y GPIIIa en plaquetas 
La mutación C1882→T en el cDNA de GPIIb provoca la aparición de una señal de 
terminación en el residuo 597 de esta proteína, sin embargo, mediante la 
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ANÁLISIS DE POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE DNA 
MONOCATENARIO (SSCP) DEL EXÓN 19 DE GPIIb DE UN PACIENTE 



















Un fragmento de DNA de 184 pb que comprende el exón 19 de GPIIb se amplificó a partir 
de DNA genómico con los oligonucleótidos intrónicos: 5’-
TAAACCTCACACATCCCCAAC-3’ y 5’-AAGGTGTGGAGCAGGTATGAT-3’. Los 
productos de amplificación fueron resueltos mediante electroforesis a 15 °C en acrilamida al 
16%. Las bandas correspondientes al DNA monocatenario se visualizaron por tinción con 
nitrato de plata. 
 
 98




IDENTIFICACIÓN DE LA MUTACIÓN C1882→T EN EL EXÓN 19 DE GPIIb 



























































Un fragmento de DNA de 184 pb que comprende el exón 19 de GPIIb fue amplificado a partir de 
DNA genómico con los oligonucleótidos intrónicos 5’-TAAACCTCACACATCCCCAAC-3’ y 5’-
AAGGTGTGGAGCAGGTATGAT-3’. Los productos de amplificación se clonaron en un vector T y 
se secuenciaron una mezcla de 10 clones. La figura muestra fragmentos de secuencia que incluyen los 
nucleótidos 1879 a 1887 que codifican los aminoácidos 596-598 de GPIIb. Las flechas señalan la 
transversión homocigota C1882→T que genera un codón de terminación (Stop) en la posición de la 
Arg597. 
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Figura 32 
 
DETECCIÓN DE PORTADORES DE LA MUTACIÓN C1882→T EN EL EXÓN 














(A) Amplificación específica de alelos (ASPCR) de un fragmento del exón 19 de GPIIb del paciente de 
tromboastenia y sus familiares. El fragmento de DNA de 1178 pb que comprende el exón 18 y parte 
del exón 19 de GPIIb se amplificó a partir de DNA genómico del paciente tromboasténico portador de 
la mutación C1882→T y sus familiares. Cada una de las reacciones de amplificación se realizó usando el 
oligonucleótido 18S: 5’-AGGTGGGATGTGTATGGTAGC-3’ y los oligonucleótidos antisense 5’-
CCACCGTCCAGGACGATTCG-3’ o 5’-CCACCGTCCAGGACGATTCA-3’, cuyos extremos 3’ son 
complementarios a la secuencia normal o a la secuencia mutada, respectivamente.  Los productos de 
amplificación se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% y las bandas se 
visualizaron mediante tinción con bromuro de etidio. 
(B) Análisis de restricción con NlaIII del exón 19 de GPIIb en la familia portadora de la mutación 
C1882→T. Un fragmento de DNA de 500 pb que incluye los exones 19 y 20 de GPIIb fue amplificado a 
partir de DNA genómico con los oligonucleótidos intrónicos 19S: 5’-
TAAACCTCACACATCCCCAAC-3’ y 20AS: 5’-AAAGCAGAAGAGAAGAGGGACT-3’. Los 
productos de amplificación fueron digeridos con Nla III y resueltos en agarosa al 1,5%. La digestión 
del alelo normal produce fragmentos de 375 y 125 pb, mientras que la del alelo mutante genera 
productos de 323, 125 y 52 pb. 
 100
                                                                                                                        Resultados 
inmunoprecipitación de lisados de plaquetas del paciente no se detectó ninguna forma 
truncada de GPIIb. La ausencia de esta proteína podría deberse a disminución o 
ausencia de RNAm debido a inestabilidad por la presencia de un codón prematuro de 
terminación. Por ello, realizamos un análisis cuantitativo de los RNAs mensajeros de 
GPIIb y GPIIIa a partir del RNA total obtenido de plaquetas del paciente y sus 
progenitores mediante RT-PCR con sondas TaqMan específicas. La figura 33 muestra 
el incremento de la emisión de fluorescencia obtenida en la amplificación del 
mensajero de GPIIb (∆RQ-GPIIb) en función de la cantidad de RNA total utilizado 
como templado de la reacción. Estos valores se normalizan con los obtenidos de la 
amplificación de β-actina en las mismas condiciones. El panel inferior de esta figura 
muestra los productos obtenidos por RT-PCR en una de las condiciones 
experimentales al ser sometidos a electroforesis en geles de agarosa. Los resultados 
indicaron una grave reducción del RNAm de GPIIb en el paciente y una disminución 
menos acusada en el caso de los progenitores. Un fragmento de RNA mensajero de 
GPIIb de ambos padres que contiene el exón 19 se amplificó para su posterior 
secuenciación, obteniéndose únicamente la secuencia correspondiente al alelo normal. 
Esto parece indicar que la disminución de mensajero en los padres es causada por la 
falta de transcritos procedentes del alelo mutado. Tanto el paciente como sus 
familiares poseen unos niveles de RNAm de GPIIIa similares al control, indicando 
que la disminución del contenido de esta subunidad en las plaquetas del paciente no 
es debida a un cambio en su tasa de transcripción, sino al déficit de la glucoproteína 
GPIIb con la cual heterodimeriza para alcanzar la superficie celular. 
 
4.2.2.5. Expresión heteróloga de GPIIb[∆597] en células CHO-IIIa 
La ausencia casi total de RNAm de GPIIb en el paciente justifica la imposibilidad 
de detectar la proteína truncada GPIIb[∆597] en lisados de plaquetas; sin embargo, 
quisimos estudiar mediante la transfección del cDNA de GPIIb[∆597] en células 
CHO-IIIa si la proteína truncada producto de traducción de esta mutación es capaz de 
dimerizar con GPIIIa y expresarse en superficie. En la figura 34 se presentan los 
resultados obtenidos. Las células transfectadas con la subunidad GPIIb normal e 
inmunoprecipitadas con anti-GPIIb y anti-GPIIIa, muestran las bandas 
correspondientes a los pesos moleculares de ambas subunidades. Con estos mismos 
anticuerpos, en las células transfectadas con GPIIb[∆597] no se pudo detectar ninguna 
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La cuantificación, mediante amplificación por RT-PCR, de los RNAs mensajeros de β-actina, 
GPIIb y GPIIIa de plaquetas del paciente, progenitores e individuos control, se realizó usando el 
sistema TaqMan (Perkin-Elmer), como se describe en Materiales y Métodos. El incremento de 
fluorescencia (∆RQ) de las sondas específicas TaqMan se mide al final de la reacción y los valores 
obtenidos para GPIIb y GPIIIa se normalizan con los de la β-actina en cada una de las muestras. En el 
panel superior, se representan los valores del cociente ∆RQ GPIIb / ∆RQ β-actina frente a la cantidad 
de RNA total utilizado como templado de la reacción. El panel inferior muestra los productos de 
amplificación de GPIIb, GPIIIa y β-actina obtenidos a partir de una de las condiciones utilizadas y 
sometidos a electroforesis en geles de agarosa al 3%. 
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Células CHO-IIIa son transfectadas transitoriamente con los cDNAs de GPIIb normal o 
GPIIb[∆597]. Las proteínas de la superficie celular son marcadas con biotina y los complejos 
GPIIb/IIIa son inmunoprecipitados con anticuerpos monoclonales anti-GPIIb o anti-GPIIIa. Las 
proteínas inmunoprecipitadas se someten a electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida al 7,5% y se 
transfieren a una membrana de nitrocelulosa, procesándose según lo descrito en el apartado de 
Métodos. 
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forma truncada de GPIIb, cuyo tamaño estimado sería de ∼62 KDa. La imposibilidad 
de inmunoprecipitar GPIIb[∆597] cuando se utiliza anti-GPIIIa parece indicar que 
esta proteína mutada es incapaz de heterodimerizar con GPIIIa. 
 
4.2.3. MUTACIÓN Glu324 → Lys EN EL EXÓN 12 DE GPIIb 
 
4.2.3.1. Datos clínicos 
El paciente es un niño de etnia gitana de dos años de edad que sufre hemorragias 
mucocutáneas y hematomas espontáneos desde el nacimiento. Los análisis 
hematológicos mostraron tiempos de hemorragia prolongados, número y forma de las 
plaquetas normal y falta de agregación plaquetaria espontánea o en respuesta a 
agonistas, aunque reaccionan positivamente a ristocetina. Los padres no reconocieron 
consanguinidad ni desórdenes hematológicos en sus ancestros más inmediatos, pero 
informaron de una prima que sufría diátesis hemorrágica por causas que ellos 
ignoraban. 
 
4.2.3.2. Contenido plaquetario de GPIIb y GPIIIa 
Los niveles de GPIIb y GPIIIa en las plaquetas del paciente, progenitores y 
controles, se determinaron por citometría de flujo con anticuerpos monoclonales para 
cada subunidad (Figura 35). En las plaquetas del paciente se obtuvieron resultados 
iguales a los del control negativo, sugiriendo una ausencia total de complejos 
GPIIb/IIIa. Estos resultados indican que se trata de un caso de tromboastenia de 
Glanzmann de tipo I. Ambos progenitores mostraron una importante reducción del 
contenido plaquetario de GPIIb/IIIa. El análisis de inmunotransferencia realizado con 
lisados de plaquetas de esta familia fue consistente y confirmó los resultados 
obtenidos por citometría (Figura 36). En las plaquetas del paciente no había 
cantidades detectables de GPIIb y los niveles de GPIIIa estaban claramente reducidos. 
Los padres y el abuelo materno tenían un contenido de GPIIb y GPIIIa inferior al 
observado en los controles sanos, mientras que la hermana y la abuela materna 








ANÁLISIS CITOFLUORIMÉTRICO DEL CONTENIDO DE GPIIb/IIIa EN 










































Plaquetas lavadas son incubadas con anticuerpos monoclonales específicos 
contra GPIIb o GPIIIa como se describe en la sección de Métodos. Los 
histogramas son representaciones logarítmicas de la intensidad de 
fluorescencia frente al número de plaquetas. Los paneles superior e inferior 
muestran, respectivamente, las señales de fluorescencia de GPIIb y GPIIIa en 
plaquetas controles, del paciente y de sus progenitores. El control negativo 
corresponde a plaquetas incubadas sin anticuerpos específicos. 
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Figura 36 
 
CONTENIDO DE GPIIb Y GPIIIa OBTENIDO MEDIANTE EL ANÁLISIS 




















El contenido de GPIIb y GPIIIa se determina por análisis de inmunotransferencia a partir de lisados 
totales de plaquetas del paciente, sus padres y abuelos maternos. Se analizan 10µg de proteínas totales 
en el caso del paciente y 3µg en el resto de miembros de la familia y controles. Las muestras se 
resuelven en geles de SDS-poliacrilamida y se transfieren a membranas de nitrocelulosa que se incuban 
con anticuerpos anti-GPIIb o anti-GPIIIa. 
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4.2.3.3. Identificación de la mutación de GPIIb responsable del fenotipo 
tromboasténico 
Para la detección de posibles mutaciones en GPIIb y/o GPIIIa se amplificaron a 
partir de DNA genómico del paciente todos los exones y regiones intrónicas 
adyacentes y se analizaron mediante SSCP (Figura 37A). El patrón electroforético del 
producto de amplificación del exón 12 del paciente mostró dos bandas de mayor 
movilidad que las obtenidas en el control, sugiriendo la posibilidad de alguna 
diferencia estructural en este fragmento. En los padres y abuelo se observaron los 
patrones del paciente y del control solapados, hecho que indica probablemente su 
condición heterocigota para el posible defecto genético del paciente. 
La secuenciación del exón 12 de GPIIb mostró la existencia de una transición 
homocigota G → A en la posición 1063 del cDNA de GPIIb del paciente (Figura 
37B). El resultado predecible de esta mutación sería la sustitución del glutamato en 
posición 324 (324E) por una lisina (324K). La secuencia del exón 12 de los padres 
demostró la presencia en la posición 1063 de dos bases, G y A, confirmando su 
condición heterocigota para esta mutación. 
La mutación G1063→A de GPIIb genera un nuevo sitio de restricción Msc I, hecho 
que sirvió para verificar la condición de portadores en los miembros de esta familia y 
para el análisis de una serie de individuos normales utilizados como control. Como se 
muestra en la figura 38, el fragmento de 333 pb de la amplificación del exón 12 no se 
corta por digestión con Msc I en los controles, mientras que en el paciente se generan 
dos fragmentos de 226 y 107 pb. En los miembros heterocigotos de la familia se 
observa un patrón de digestión correspondiente a alelos normales y mutados 
simultáneamente. En ninguno de los controles estudiados se observó la presencia de 
un sitio Msc I en esta posición, lo que indica que la mutación hallada en el paciente 
no es un polimorfismo. 
 
4.2.3.4. Cuantificación de RNAm de GPIIb y GPIIIa 
Al no haber sido posible la detección de la subunidad GPIIb en las plaquetas del 
paciente, nos planteamos el estudio del RNAm para determinar en primer lugar si la 
mutación G1063→A encontrada en el gen GPIIb afecta de algún modo a los niveles de 
su mensajero. La cuantificación del RNAm de GPIIb y GPIIIa en plaquetas del 
paciente, familiares y controles, se realiza mediante RT-PCR con sondas TaqMan 
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IDENTIFICACIÓN DE LA MUTACIÓN G1063→A EN EL EXÓN 12 DE GPIIb 
DE UN PACIENTE DE TROMBOASTENIA DE GLANZMANN 
 




   B 
NORMAL
5' -G  GCC AAA GTG  G-3'
Ala   Lis  Val
5' -G  GCC GAA GTG  G-3'
 Ala   Glu  Val Ala      Lis      Val
          /Glu
5' -G GCC (GA)AA GTG G-3'
Ala    Lis     Val
        /Glu
5'-G GCC (G/A)AA GTG G -3'
 
 
(A) Un fragmento de DNA de 333 pb que comprende el exón 12 de GPIIb se amplificó a 
partir de DNA genómico con los oligonucleótidos intrónicos: 5’-CAATATACCCCTGGTCC 
AGT-3’ y 5’- CTCAGGCCAACTCCATGCTT-3’. Los productos de amplificación fueron 
resueltos mediante electroforesis a 15°C en acrilamida al 12%. Las bandas correspondientes al 
DNA monocatenario se visualizaron por tinción con nitrato de plata. Las flechas señalan 
bandas presentes en el paciente y familiares portadores y ausentes en el control.  
(B) Los productos de amplificación de este mismo fragmento se clonan en un vector T y se 
determina la secuencia de nucleótidos de una mezcla de 10 clones con un secuenciador de 
DNA modelo ABIprism 377 de Perkin-Elmer Cetus.  La figura muestra los cromatogramas 
correspondientes a fragmentos de secuencia que comprenden los nucleótidos 1059 a 1069 que 
codifican los aminoácidos 323 a 325 de GPIIb.  Las flechas señalan la transversión G1063→A 
que genera el cambio E324K. 
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ANÁLISIS DE RESTRICCIÓN DEL EXÓN 12 DE GPIIb EN LA FAMILIA 






















Un fragmento de DNA de 333 pb que incluye el exón 12 de GPIIb fue amplificado a partir de 
DNA genómico con los oligonucleótidos intrónicos: 5’-CAATATACCCCTGGTCCAGT-3’ y 5’-
CTCAGGCCAACTCCATGCTT-3’. Los productos de amplificación fueron digeridos con Msc I y 
resueltos en un gel de acrilamida al 8%. La digestión del alelo mutante produce fragmentos de 226 
y 107 pb, mientras que el alelo normal no se digiere. 
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como se describe en el apartado de Métodos. Según los resultados recogidos en la 
Tabla VIII, el paciente y demás miembros de su familia poseen niveles de RNAm de 
GPIIb y GPIIIa similares a los obtenidos para un grupo de individuos control. Estos 
resultados descartan la posibilidad de que la falta de expresión de complejos 
GPIIb/IIIa en el paciente sea debida a una alteración de la tasa de transcripción y/o 
inestabilidad del RNAm de la forma mutada de GPIIb. 
 
4.2.3.5. Análisis de pulso y caza para estudiar la síntesis de complejos 
[324K]GPIIb/IIIa en células CHO 
Dado que los niveles del RNA mensajero de GPIIb y GPIIIa en el paciente se 
encuentran dentro de los límites normales, consideramos dos posibilidades para 
explicar la ausencia de complejos GPIIb/IIIa en plaquetas: la primera, que la proteína 
[324K]GPIIb fuera incapaz de formar heterodímeros con GPIIIa y, en segundo lugar, 
que los complejos [324K]GPIIb/IIIa fueran muy inestables. Para investigar estas 
posibilidades, se realizó un análisis de pulso y caza con células CHO que expresan 
establemente GPIIIa y GPIIb normal ([324E]GPIIb) o [324K]GPIIb mutante. Las 
proteínas sintetizadas de novo por estas células se marcan con [35S]-metionina durante 
un pulso de media hora y después las células se incuban durante distintos tiempos con 
metionina sin marcar antes de su lisis y posterior inmunoprecipitación con anti-GPIIb 
o anti-GPIIIa. Si la proteína precursora proGPIIb no se asocia con GPIIIa, ésta no es 
capaz de continuar su tránsito hasta el aparato de Golgi donde sufre su procesamiento 
proteolítico y maduración final. Como se puede observar en la figura 39, la 
inmunoprecipitación de las células que expresan GPIIIa y GPIIb normal muestra un 
incremento progresivo a lo largo del tiempo de las bandas correspondientes a GPIIIa y 
GPIIb madura, inmunoprecipitándose ambas subunidades tanto con anti-GPIIb como 
con anti-GPIIIa. Sin embargo, proGPIIb sólo se detecta al utilizar anti-GPIIb y su 
intensidad va disminuyendo con el tiempo de manera recíproca a la aparición 
creciente de GPIIb. En el caso de las células CHO que expresan [324K]GPIIb y 
GPIIIa normal, se observa que el anticuerpo anti-GPIIb sólo precipita proGPIIb, cuya 
intensidad disminuye en función del tiempo, mientras que anti-GPIIIa sólo precipita 
GPIIIa que se incrementa progresivamente a lo largo del tiempo. Estos resultados 
parecen indicar que la forma pro[324K]GPIIb es incapaz de heterodimerizar con 
GPIIIa y continuar su tránsito intracelular hasta la superficie. 
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Cuantificación del RNAm de GPIIb y GPIIIa en una familia 
portadora de la mutación [324K]GPIIb 
 
_____________________________________________________________________ 




RNAm            5.2      5.3      3.2      3.3       4.2       3.1       2.5-4.7 
 
Expresión en 




RNAm            10.9     14.9    16.7     14.7      10.7      15.3       9.0-16.9 
 
Expresión en 
superficie       1.6     19.6    22.1     30.4      20.2      37.7      28.2-36.8 
_____________________________________________________________________ 
 
Los niveles de RNAm vienen expresados en unidades arbitrarias como el cociente ∆RQ-GPIIb (o 
GPIIIa)/ ∆ RQ-β-actina, obtenidos de la cuantificación de mensajeros por el sistema TaqMan 
mediante RT-PCR como se describe en Métodos. La expresión en superficie es el valor del canal 
medio de fluorescencia obtenido en el análisis de las plaquetas mediante citometría con anticuerpos 
anti-GPIIb o anti-GPIIIa. 
 111




ANÁLISIS DE PULSO Y CAZA DE LA ESTABILIDAD DE COMPLEJOS 






























Células CHO que expresan establemente GPIIIa y GPIIb normal (324E) o GPIIb mutante (324K) se 
marcan con [35S]-metionina durante un pulso de media hora y después se incuban durante los tiempos 
indicados con metionina sin marcar antes de su lisis y posterior inmunoprecipitación con anti-GPIIb y 
anti-GPIIIa, como se describe en Métodos. 
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4.2.3.6. Mutagénesis del residuo 324 de GPIIb 
La mutación G1063→A de GPIIb da lugar a la sustitución del glutamato en posición 
324 por una lisina (E324K). Según los resultados expuestos, esta sustitución impide la 
heterodimerización normal de las subunidades y por ello, es responsable de la 
ausencia de GPIIb/IIIa en las plaquetas del paciente. Sin embargo, queda por aclarar 
si es la falta de glutamato o la presencia de una lisina, la causa de esta disfunción. 
Para resolver esta cuestión, se generan una serie de formas mutadas de GPIIb con 
diferentes sustituciones en el residuo 324 de la proteína. Estas formas de GPIIb son 
transfectadas junto con GPIIIa en células CHO para estudiar su capacidad de 
dimerización y expresión en superficie mediante análisis de inmunoprecipitación y 
citometría de flujo. Los resultados obtenidos se resumen en la figura 40, donde las 
barras del panel superior representan los niveles relativos de GPIIb y GPIIIa en la 
superficie de las células según los datos obtenidos mediante citometría. La sustitución 
de 324E por un residuo de carga positiva distinto a lisina, como arginina, produjo un 
efecto similar al obtenido con la mutación hallada en el paciente, al impedir la 
expresión en superficie de GPIIb/IIIa. Sin embargo, la sustitución de 324E por otro 
residuo cargado negativamente, como aspartato, no altera en modo alguno la 
expresión de complejos, sugiriendo que la existencia de una carga negativa en esta 
posición parece ser esencial. Aminoácidos polares no cargados, como glutamina y 
serina, o residuos no polares como alanina, permiten también la expresión superficial 
de GPIIb/IIIa, aunque menos eficientemente. Los lisados de células transfectadas con 
estas distintas formas de GPIIb se inmunoprecipitan con anti-GPIIb (Figura 40, panel 
inferior), observándose, que en los casos en que está impedida la expresión en 
superficie de GPIIb/IIIa, sólo se detecta una banda que corresponde a proGPIIb. En 
todos los demás casos se lograron inmunoprecipitar complejos GPIIb/IIIa en 











EFECTO DE LA SUSTITUCIÓN DEL RESIDUO 324 DE GPIIb EN LA 



























































Células CHO son transfectadas de forma transitoria con cDNAs que codifican GPIIIa normal y 
[324E]GPIIb normal o [324K]GPIIb, [324R]GPIIb, [324D]GPIIb, [324Q]GPIIb, [324A]GPIIb, 
[324S]GPIIb mutantes. A las 48 horas después de la transfección, las células son analizadas 
mediante citometría (panel superior) con anticuerpos monoclonales específicos contra GPIIb o 
GPIIIa y procesadas como se describe en la sección de Métodos. Las barras marcadas como vacío 
o IIIa representan los valores de células transfectadas con el vector vacío o sólo con el cDNA de 
GPIIIa, respectivamente. La figura representa la media de tres experimentos realizados por 
duplicado +SD. En el panel inferior se muestra la inmunoprecipitación realizada con anti-GPIIb a 
partir de lisados totales marcados con biotina de células CHO igualmente transfectadas. 
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4.3. FENOTIPO TROMBOASTÉNICO CON EXPRESIÓN NORMAL DE 
GPIIb/IIIa (“VARIANTE”) 
 
En uno de los casos estudiados, el paciente había sido diagnosticado de 
tromboastenia de Glanzmann en base a los datos clínicos que reflejaban una ausencia 
total de agregación plaquetaria en respuesta a distintos agonistas fisiológicos. Sin 
embargo, la expresión de GPIIb/IIIa en la superficie de las plaquetas del paciente, 
analizadas mediante citometría, resultó ser normal. Aunque los niveles del receptor no 
se ven afectados, cabría la posibilidad de que existiera alguna mutación en GPIIb y/o 
GPIIIa que provocara algún defecto funcional. Para estudiar esta posibilidad, se 
secuenció el cDNA completo de GPIIb y GPIIIa obtenido a partir del RNA de las 
plaquetas del enfermo y no se halló ningún cambio estructural capaz de explicar la 
disfunción del receptor. También se investigo la existencia de mutaciones en 
fragmentos de DNA genómico mediante el análisis de SSCP-PCR y tampoco se 
observó ninguna anomalía. Según estos resultados, el fenotipo tromboasténico del 
paciente no es debido a mutaciones o alteraciones en el complejo GPIIb/IIIa. Por ello, 
parece probable que la ausencia de agregación plaquetaria esté provocada por un 
defecto en alguno de los componentes del proceso de señalización intracelular que 
regula la activación del receptor. 
 
4.4. PAPEL DE LA REGIÓN CARBOXI-TERMINAL DE GPIIIa EN LA TASA 
DE EXPRESIÓN Y FUNCIÓN DEL RECEPTOR DE FIBRINÓGENO 
 
Nuestro interés por el papel de la región carboxi-terminal de GPIIIa proviene de 
las observaciones obtenidas del estudio de un caso de tromboastenia de Glanzmann 
tipo I que posee una mutación homocigota G1846T en la región codificadora de 
GPIIIa que da lugar a la substitución del residuo Glu616 por un codón prematuro de 
terminación (Ferrer et al, 1998). Esta mutación no afecta a la tasa de transcripción ni 
al procesamiento del RNA mensajero de GPIIIa, pero genera una proteína truncada 
(GPIIIa[∆616] ) que comprende sólo parte del dominio extracelular al carecer de 77 
aminoácidos carboxi-terminales de la región extracelular (aa 616-692) y de los 
dominios transmembranar (aa 693-721) y citosólico (aa 722-762). Mediante 
experimentos de transfección en células CHO se observó que esta forma truncada de 
GPIIIa no era capaz de formar heterodímeros con GPIIb y expresarse en superficie. 
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Por tanto, consideramos de interés estudiar qué región de GPIIIa, ausente en esta 
proteína truncada, es esencial para la formación y expresión superficial de 
heterodímeros GPIIb/IIIa. Para ello, además de la forma truncada GPIIIa[∆616] 
presente en el paciente tromboasténico, creamos mediante mutagénesis por PCR otras 
formas recombinantes de GPIIIa (Figura 41, panel A): En el caso de GPIIIa[∆693], 
introdujimos un codón de terminación en sustitución del residuo I 693, obteniendo de 
este modo un cDNA mutado que codifica para la totalidad de la región extracelular de 
GPIIIa pero que carece de los dominios transmembranar y citosólico. La construcción 
GPIIIa-∆(616-690) posee una deleción interna de 75 aminoácidos que corresponden al 
extremo carboxi-terminal de la zona extracelular, pero a diferencia de GPIIIa[∆616], 
esta nueva forma mutada recupera las porciones transmembranar y citosólica de 
GPIIIa. 
 
4.4.1. Estudio de la formación de complejos GPIIb/IIIa normales y mutantes 
Para examinar qué regiones de GPIIIa son esenciales para la síntesis y ensamblaje 
de complejos GPIIb/IIIa, expresamos de manera transitoria las subunidades normal o 
mutadas de GPIIIa junto con la subunidad GPIIb en células CHO. Las proteínas 
sintetizadas por estas células se marcaron con [35S]-metionina durante 3 horas y 
después se analizó la presencia de complejos GPIIb/IIIa en los lisados celulares 
mediante inmunoprecipitación con anticuerpos monoclonales específicos para GPIIIa 
o GPIIb. En el panel B de la figura 41 se muestran los resultados obtenidos cuando se 
utilizó anti-GPIIIa. En todos los casos fuimos capaces de detectar una banda cuyo 
peso molecular coincidía con el que cabría esperar para cada una de las formas 
mutadas de GPIIIa; sin embargo, sólo se observa una correcta heterodimerización y 
posterior maduración hasta la obtención de complejos maduros GPIIb/IIIa en las 
células transfectadas con GPIIIa normal o con GPIIIa-∆(616-693). Todo lo contrario 
ocurre en las células transfectadas con las formas truncadas GPIIIa[∆616] y 
GPIIIa[∆693]. En estos casos, se observa escasa formación de heterodímeros con 
proGPIIb y ausencia total de la cadena pesada de GPIIb madura, indicando que estas 
subunidades GPIIIa truncadas no permiten una eficiente formación y expresión 
superficial de complejos GPIIb/∆GPIIIa. Cuando se inmunoprecipita con anti-GPIIb 
(resultados no mostrados) se detecta una gran cantidad de proGPIIb libre en todos los
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MUTACIONES DE LA REGIÓN CARBOXI-TERMINAL DEL DOMINIO 














































(A) Esquema de la región carboxi-terminal del dominio extracelular de las proteínas GPIIIa mutantes. 
Comparación de los residuos 614 al 698 de GPIIIa normal con los residuos homólogos de las distintas 
formas mutantes generadas, indicando (entre paréntesis) el número total de aminoácidos de cada una de 
las proteínas resultantes. Los residuos subrayados pertenecen al dominio transmembranar de GPIIIa. 
(B) Células CHO transfectadas de forma transitoria con los cDNAs de GPIIb normal y GPIIIa normal, 
GPIIIa[∆616], GPIIIa[∆693] o GPIIIa-∆(616-690) se incuban con [35S]-metionina durante 3 horas 
antes de su lisis y posterior inmunoprecipitación con anti-GPIIIa, como se describe en Métodos. El 
blanco o “vacío” corresponde a la inmunoprecipitación de células transfectadas únicamente con el 
plásmido de expresión pcDNA3. 
 117
                                                                                                                        Resultados 
casos, lo que sugiere que la formación de heterodímeros no está limitada por la 
disponibilidad de proGPIIb. Al igual que observamos con anti-GPIIIa, con la 
utilización de anti-GPIIb sólo se obtuvieron cantidades detectables de complejos 
maduros cuando se cotransfectan GPIIb y GPIIIa normales o la forma delecionada de 
GPIIIa-∆(616-690). Según estos resultados, la presencia de los dominios 
transmembranar y citosólico son esenciales para el ensamblaje y expresión superficial 
de GPIIb/IIIa, pero la ausencia de los residuos 616 al 693 de la región extracelular no 
impide la formación y expresión de complejos con GPIIb. 
 
4.4.2. Análisis de la expresión superficial de las formas mutantes de GPIIIa 
mediante citometría de flujo 
Para determinar si los resultados obtenidos mediante inmunoprecipitación 
concuerdan con el grado de expresión superficial de los complejos GPIIb/IIIa, se 
analizaron mediante citometría de flujo células CHO transfectadas transitoriamente 
con GPIIb y las distintas formas de GPIIIa. Los valores obtenidos con anti-GPIIb o 
con anti-GPIIIa (Figura 42, panel A) demuestran que, de acuerdo con los datos 
anteriormente expuestos del análisis de inmunoprecipitación, la subunidad GPIIIa-
∆(616-690) es capaz de formar complejos con GPIIb y expresarse en superficie en 
cuantía similar a la mostrada por la subunidad GPIIIa normal. Contrariamente, las 
formas truncadas GPIIIa[∆616] y GPIIIa[∆693] no permiten una expresión superficial 
apreciable de complejos GPIIb/IIIa. 
La subunidad GPIIIa, además de heterodimerizar con GPIIb, es capaz de formar 
complejos con subunidades αv. Cuando las células CHO se transfectan únicamente 
con GPIIIa-cDNA, la proteína es capaz de llegar a la superficie celular asociada a 
subunidades α endógenas. Para estudiar si las formas mutadas de GPIIIa eran también 
capaces de expresarse en superficie en ausencia de la subunidad GPIIb, se 
transfectaron células CHO con los vectores de expresión de las distintas GPIIIa 
mutantes y se analizó su expresión en superficie con anti-GPIIIa mediante citometría 
de flujo (Figura 42, panel B). Los resultados mostraron que las formas truncadas 
GPIIIa[∆616] y GPIIIa[∆693] poseen una deficiente o ausente expresión superficial 
formando complejos tanto con GPIIb como con otras subunidades α. Sin embargo, la 
deleción ∆(616-690) de GPIIIa no altera ni la formación, ni la expresión superficial de 
complejos αvβ3, pues, como muestra el panel C de la figura 42, células transfectadas
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 EFECTO DE LAS MUTACIONES DE LA REGIÓN CARBOXI-TERMINAL 
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(A) Análisis mediante citometría de flujo de la expresión en superficie de complejos GPIIb/IIIa en 
células CHO cotransfectadas de modo transitorio con los cDNAs de GPIIb y GPIIIa normal o GPIIIa 
mutadas. Se representan los canales medios de fluorescencia (unidades arbitrarias) obtenidos con los 
anticuerpos monoclonales anti-GPIIb o anti-GPIIIa en cada caso. (B) Células CHO transfectadas 
únicamente con la subunidad GPIIIa, normal o mutadas, se analizan mediante citometría con anti-
GPIIIa, como se describe en Métodos. (C) Expresión en superficie de complejos αvβ3 en CHO 
transfectadas transitoriamente con o sin GPIIb y GPIIIa normal o GPIIIa-∆(616-690). En los paneles 
(A), (B) y (C) se representa la media de tres experimentos junto a la desviación standard obtenida en 
cada caso. (D) Unión de PAC-1-FITC a células CHO transfectadas con GPIIb y GPIIIa normal o 
GPIIIa-∆(616-690). Se indica el porcentaje de células que expresan complejos GPIIb/IIIa 
constitutivamente activos capaces de ser reconocidos por PAC-1. 
 119
                                                                                                                        Resultados 
con GPIIIa normal o GPIIIa-∆(616-693) no presentan diferencias significativas en la 
presencia de complejos αvβ3 valorados mediante citometría de flujo con un anticuerpo 
monoclonal específico para este complejo. 
 
4.4.3. Análisis funcional del complejo GPIIb/IIIa-∆(616-690) 
La deleción GPIIIa-∆(616-690) no alteraba la expresión superficial de GPIIb/IIIa 
pero era necesario evaluar si esta mutación daba lugar a alteraciones funcionales del 
receptor. Para ello, comenzamos transfectando células CHO con GPIIb y con GPIIIa 
normal o GPIIIa-∆(616-690) y comparamos mediante citometría de flujo su capacidad 
para unir el moAb PAC-1, que reconoce exclusivamente la conformación activada de 
GPIIb/IIIa. Para confirmar la eficiencia de la transfección, las células se analizaron 
primero con anti-GPIIb. En las transfecciones transitorias realizadas tanto con GPIIIa 
normal como con GPIIIa-∆(616-690), el porcentaje de células que expresaron 
GPIIb/IIIa en la superficie celular fue de, aproximadamente, el 20%. Al examinar 
estas mismas células con PAC-1 se vio (Figura 42, panel D) que el 7,5% de las 
células transfectadas con la subunidad GPIIIa-∆(616-690) fijaban espontáneamente 
PAC-1, mientras que sólo un 0,7% de las células transfectadas con GPIIIa normal 
fueron reconocidas por este anticuerpo. Según estos resultados, la subunidad GPIIIa-
∆(616-690) confiere al receptor una conformación constitutivamente activa. 
Para ver si el complejo GPIIb/IIIa-∆(616-690) permite la fijación normal a 
fibrinógeno inmovilizado, realizamos ensayos de adhesión con células CHO que 
expresaban complejos GPIIb/IIIa normal o GPIIb/IIIa mutante. Las células se 
incubaron durante distintos tiempos en pocillos recubiertos con fibrinógeno y, 
después de eliminar mediante lavados las células no adheridas, se determinó al 
microscopio el número de células retenidas en la placa. Como puede verse en la figura 
43, tanto las células que expresan complejos normales como las que poseen complejos 
mutantes se adhirieron al fibrinógeno inmovilizado, pero en el caso de las células 
CHO-GPIIb/IIIa-∆(616-690) se observó una mayor eficiencia. Como control de la 
especificidad de esta unión se muestra que cuando las células fueron incubadas en 
pocillos tratados con albúmina sérica bovina (BSA), no se observó adhesión. 
Las células CHO transfectadas con GPIIb y GPIIIa normal expresan una forma 
inactiva del heterodímero que permite la adhesión específica de las células a 
fibrinógeno inmovilizado pero que necesita adoptar una conformación “activa” para
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ADHESIÓN A FIBRINÓGENO INMOVILIZADO DE CÉLULAS CHO 





























Células CHO transfectadas con el plásmido pcDNA3 vacío (blanco) o con los cDNAs de GPIIb y 
GPIIIa normal o GPIIIa-∆(616-690) se lavan y se depositan en pocillos recubiertos con BSA o 
fibrinógeno como se describe en Métodos. Después de 15 minutos, las células adheridas se fotografían 
a través de un microscopio de contraste de fase (x 80). Las fotografías que se muestran son 
representativas de los resultados obtenidos en cuatro experimentos independientes. 
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ENSAYOS DE AGREGACIÓN CON CÉLULAS CHO TRANSFECTADAS 






















Panel superior: Células CHO transfectadas con GPIIb y GPIIIa normal o GPIIIa-∆(616-690) se 
incuban en ausencia o presencia de fibrinógeno (1mg/ml) durante 15 minutos. La formación de 
agregados se visualiza con un microscopio de contraste de fase. Panel inferior: En algunos casos las 
células transfectadas con GPIIb y GPIIIa-∆(616-690) se tratan con 10µg de anti-GPIIIa (P37) o 10mM 
EDTA antes de la adición del fibrinógeno. Las fotografías que se muestran son representativas de tres 
experimentos independientes (x160). 
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poder fijar fibrinógeno soluble. Como la unión de fibrinógeno al complejo GPIIb/IIIa 
activado provoca agregación celular, examinamos la capacidad de células 
cotransfectadas con GPIIb y GPIIIa normal o GPIIIa-∆(616-690) para agregarse en 
presencia de fibrinógeno. Como se observa en la figura 44 (panel superior), la adición 
de fibrinógeno a las células CHO-IIb/IIIa no provocó la formación de agregados, lo 
que indica que el receptor se encuentra en estado inactivo, o de baja afinidad por su 
ligando. Sin embargo, las células CHO-IIb/IIIa-∆(616-690) presentaron agregación 
dependiente de fibrinógeno en ausencia de activadores. Estos resultados indican que 
el receptor mutado está en un estado constitutivamente activo capaz de promover 
agregación celular sólo con la presencia de fibrinógeno. Esta agregación es 
dependiente de cationes divalentes como Ca2+, pues no se produce cuando las células 
se resuspenden en un medio con agentes quelantes de Ca2+ como EDTA (Figura 44, 
panel inferior). El anticuerpo P37 (anti-GPIIIa) bloqueó el complejo GPIIb/IIIa e 
inhibió la agregación. Esta observación confirma que la agregación celular estaría 
mediada específicamente por este receptor. Las observaciones anteriores indican que 
los residuos delecionados de la subunidad GPIIIa-∆(616-690) están implicados en el 
control de la afinidad del receptor de fibrinógeno por su ligando. 
 
4.5. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN EN SUPERFICIE DEL RECEPTOR 
DE FIBRINÓGENO 
 
4.5.1. Relación entre disponibilidad de RNAm y expresión en superficie de GPIIb 
y GPIIIa en plaquetas 
La expresión en superficie de GPIIb/IIIa es un proceso complejo en el que 
intervienen múltiples etapas: síntesis de subunidades, ensamblaje, acabado 
postraduccional, tráfico intracelular e inserción en la membrana plasmática. 
Individuos heterocigotos para determinadas mutaciones en GPIIb o GPIIIa presentan 
niveles plaquetarios de GPIIb/IIIa que oscilan entre el 40 y el 60% de los valores 
normales. Esta observación sugiere que la disponibilidad de RNA mensajero podría 
ser la etapa limitante para la expresión superficial de heterodímeros GPIIb/IIIa. Para 
aclarar esta cuestión, estudiamos la relación entre los niveles de RNAm de GPIIb y 
GPIIIa y la tasa de expresión en superficie del receptor GPIIb/IIIa. Para ver la 
correlación RNAm-proteína realizamos un estudio en una población de individuos 
sanos (sin anomalías hematológicas). El contenido plaquetario de receptor de 
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fibrinógeno lo medimos mediante citometría de flujo y los niveles de RNAm por RT-
PCR cuantitativo (TaqMan), según hemos descrito anteriormente. 
En primer lugar tratamos de determinar la variabilidad en la expresión del 
complejo GPIIb/IIIa en una población de individuos normales, para lo cual obtuvimos 
sangre de 100 donantes voluntarios habituales, previo informe consentido. Se 
determinó el número de plaquetas y el volumen plaquetario medio (VPM) para cada 
individuo, observándose una relación inversa entre ambos parámetros (coeficiente de 
correlación, r= -0,58) (Figura 45 A). En las mismas muestras se midió mediante 
citometría de flujo el contenido plaquetario de GPIIb y GPIIIa en la superficie celular. 
Los valores obtenidos para ambas glucoproteínas presentan una distribución 
gaussiana (Figura 45, paneles C y D), pudiendo observarse en la población control 
estudiada un rango de variabilidad moderado. El grado de expresión de GPIIb es 
directamente proporcional al de GPIIIa (r= 0,82) (Figura 45 B), como es de esperar 
entre dos proteínas que se encuentran en la superficie plaquetaria formando 
heterodímeros.  
Para la determinación del RNA mensajero, se extrajo RNA total de las plaquetas 
de los individuos anteriormente estudiados y los niveles de RNAs mensajeros de 
GPIIb, GPIIIa y β-Actina se obtuvieron por RT-PCR con sondas fluorescentes 
TaqMan específicas y en las condiciones experimentales apropiadas para cada caso. 
Los valores de RNAm de GPIIb y GPIIIa se corrigen con los de β-actina, para 
eliminar las diferencias debidas a la cantidad o calidad del RNA de partida usado en 
la reacción de RT-PCR. La figura 46 muestra la correlación encontrada entre los 
niveles expresados en superficie de GPIIb/IIIa y el contenido plaquetario de RNAm. 
Para eliminar fluctuaciones debidas a diferencias del tamaño plaquetario entre 
individuos, se usan los valores medios de dispersión lateral "forward scatter" (FS), 
parámetro indicativo del tamaño celular en el citómetro  de flujo, para corregir los 
valores obtenidos de GPIIb y GPIIIa. Los datos indican que existe una correlación 
positiva entre los niveles de RNAm de GPIIb y su expresión superficial (coeficiente 
de correlación r= 0,68), mientras que para GPIIIa es probable que no sea así, porque 
presenta un índice de correlación inferior a 0,5 (r= 0,43). Estas observaciones parecen 
indicar que las variaciones en la expresión en superficie del complejo GPIIb/IIIa son 
función en gran medida de la disponibilidad de RNAs mensajeros, por lo que la tasa 
de transcripción de los genes de GPIIb y GPIIIa, de forma más evidente la de GPIIb,
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Se recogen muestras de sangre de 100 voluntarios para el estudio de la variabilidad de expresión de 
GPIIb/IIIa en una población control. (A) Relación entre el número de plaquetas y el volumen 
plaquetario medio (VPM) de cada individuo. Ambos parámetros se obtuvieron mediante técnicas 
convencionales de análisis clínico. La relación entre variables independientes se calcula por el 
coeficiente de Pearson (r) con el programa DeltaGraph Professional versión 2.0. (B) Relación entre la 
expresión en superficie de GPIIb y GPIIIa. Plaquetas lavadas de cada individuo son incubadas con 
anticuerpos específicos, anti-GPIIb y anti-GPIIIa, y analizadas mediante citometría de flujo como se 
describe en el apartado de Métodos. El canal medio de fluorescencia (unidades arbitrarias convertidas a 
escala lineal) será la medida de la cantidad de anticuerpo unido en cada caso. (C) y (D) Distribución 
del grado de expresión de GPIIb y GPIIIa en las plaquetas de la población estudiada. 
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Se extrae RNA total de plaquetas de una serie de individuos control en los que paralelamente se 
determinan, por citometría de flujo, los niveles de GPIIb y GPIIIa en la superficie plaquetaria. Los 
niveles de RNAm de GPIIb, GPIIIa y β-Actina se miden por RT-PCR con sondas TaqMan, tal como se 
describe en Métodos. Las gráficas representan los niveles de RNAm de GPIIb (Panel A) y GPIIIa 
(Panel B), normalizados por β-Actina, frente al grado de expresión de cada subunidad en la superficie 
plaquetaria de los individuos analizados. El canal medio de fluorescencia obtenido mediante citometría 
(unidades arbitrarias convertidas a escala lineal) se corrige con los valores de "forward scatter" (FS) 
para eliminar diferencias debidas a variaciones en el tamaño plaquetario de los controles. La relación 
entre variables independientes se calcula por el coeficiente de Pearson (r) utilizando el programa 
DeltaGraph Professional versión 2.0. 
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controla de manera importante la expresión plaquetaria de GPIIb/IIIa en condiciones 
fisiológicas. 
 
4.5.2. Expresión del receptor GPIIb/IIIa en la diferenciación megacariocítica de 
las células MEG-01 
La diferenciación megacariocítica puede ser inducida por ésteres de forbol (PMA), 
agentes promotores de tumores. La diferenciación megacarioblástica de la línea 
celular MEG-01 conlleva un aumento de expresión en superficie del complejo 
GPIIb/IIIa, un aumento en la capacidad de adherencia e inhibición de la proliferación 
celular (Ogura et al, 1988). El aumento de expresión de GPIIb/IIIa inducido por PMA 
es dosis-dependiente, por ello, comenzamos estudiando qué concentraciones de PMA 
y durante qué período de tiempo se han de tratar las células para conseguir una 
diferenciación significativa sin que se vea demasiado afectada la viabilidad celular. 
Células MEG-01, creciendo exponencialmente a una concentración de 2x105/ml en 
medio RPMI-1640 con un 10% de suero, fueron incubadas con concentraciones entre 
0,5 y 150 nM de PMA durante 4 días. Pasado este tiempo, se recogieron las células en 
suspensión y las adheridas al plato se despegaron mediante tratamiento con 0,5 mM 
EDTA. Se observó que el PMA provocaba una disminución del crecimiento celular y 
un aumento de la capacidad de adherencia. En las células recogidas al cuarto día se 
determinó el grado de diferenciación midiendo por citometría de flujo la expresión de 
GPIIb y GPIIIa. Las células MEG-01 sin tratar con PMA expresan cantidades 
detectables de complejo GPIIb/IIIa pero, como indica la figura 47 A, el tratamiento 
con concentraciones crecientes de PMA aumentó la expresión de GPIIb/IIIa, 
alcanzando un valor máximo con una concentración de 60 nM. Para determinar la 
viabilidad celular tras el tratamiento con PMA, las células fueron tratadas con yoduro 
de propidio (50 µg/ml) y analizadas por citometría de flujo. Concentraciones de PMA 
por encima de 30 nM, redujeron la viabilidad celular por debajo del 50% a juzgar por 
el número de células que captaron el yoduro de propidio. 
Para determinar el efecto del tiempo de exposición a PMA sobre la diferenciación, 
las células se trataron con 0,5, 2,5, 5 y 10 nM PMA y se analizaron al cabo de 1 o 4 
días de tratamiento. En las células tratadas durante 1 día se observó una 
diferenciación menor que en las expuestas 4 días a la misma concentración de PMA 
(Figura 47 B). Estos datos parecen indicar que la diferenciación megacariocítica 
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(A) Células MEG-01 son tratadas con concentraciones entre 0.5 y 150 nM de PMA durante 4 días. La 
expresión en superficie de GPIIb y GPIIIa se mide por citometría de flujo con anticuerpos específicos, 
como se describe en la sección de Métodos. Los resultados se representan como el cociente del canal 
medio de fluorescencia (unidad arbitraria a escala lineal) de células tratadas entre el de células sin 
tratar, en función de la dosis de PMA administrada en cada caso. (B) Células MEG-01 tratadas con 0.5, 
2.5, 5 y 10nM de PMA se analizan al cabo de 1 o 4 días de tratamiento. El grado de diferenciación fue 
valorado determinando la expresión en superficie del complejo GPIIb/IIIa mediante citometría de flujo. 
En esta gráfica se recogen los valores de fluorescencia obtenidos con anti-GPIIIa al cabo de 1 o 4 días 
para cada uno de los tratamientos con PMA. 
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(expresión de GPIIb/IIIa) requiere un tiempo superior a 24 horas para que sea 
apreciable por los métodos analíticos utilizados. 
En base a los datos expuestos, optamos por tratar las células con 1, 10 y 40 nM 
PMA durante 4 horas, o 1 hora en el último caso, e incubarlas durante tres días sin 
PMA antes de analizar por citometría de flujo el contenido de GPIIb/IIIa. La 
viabilidad con 1 y 10 nM de PMA no se vio afectada y con 10 nM PMA el aumento 
de expresión de GPIIb y GPIIIa fue suficientemente significativo como para poder 
estudiar qué tipo de correlación existe entre la expresión superficial de GPIIb y/o 
GPIIIa y los niveles de RNA mensajero. Para ello, se extrajo RNA total de células 
MEG-01 sin tratar o tratadas con 10 nM PMA. Se cuantificó el RNAm de GPIIb y 
GPIIIa por RT-PCR con sondas TaqMan específicas, normalizándose los resultados 
con los valores obtenidos para β-Actina. Calculando los cocientes de los valores 
obtenidos para células tratadas con PMA frente a células control, se observa que 
existe una correlación entre el incremento de GPIIb y GPIIIa en superficie, medido 
por citometría de flujo, y el incremento de RNAm, medido por RT-PCR cuantitativo 
(Figura 48). El incremento de RNAm de GPIIb y su expresión en superficie al tratar 
las células MEG-01 con 10 nM de PMA es sólo de 0,5 veces, mientras que el 
incremento observado para GPIIIa en ambos casos es mucho mayor, 
aproximadamente 2-2,5 veces. Para confirmar los datos anteriores, analizamos 
mediante transferencia de western los lisados de células MEG-01 tratadas o no con 10 
nM PMA (resultados no mostrados). Los resultados confirmaron que la inducción con 
PMA incrementa de forma más notable los niveles de GPIIIa que los de GPIIb. 
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Células MEG-01 tratadas con 1nM, 10nM o 40 nM de PMA durante 4 horas o 1 hora en el último 
caso, se incuban durante tres días sin PMA antes de analizar el contenido de GPIIb y GPIIIa mediante 
citometría de flujo (Panel superior) con anticuerpos anti-GPIIb y anti-GPIIIa. Al mismo tiempo, se 
extrajo RNA total de células MEG-01 sin tratar o tratadas con 10 nM PMA. Se cuantificó el RNAm de 
GPIIb y GPIIIa por RT-PCR con sondas TaqMan específicas, normalizándose los resultados con los 
valores de β-Actina (Panel inferior). Los resultados muestran los cocientes de los valores obtenidos en 
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5. DISCUSIÓN 
 
5.1. DETECCIÓN DE MUTACIONES INÉDITAS EN EL GEN DE GPIIb 
ASOCIADAS A TROMBOASTENIA DE GLANZMANN 
 
Como resultado del estudio de enfermos diagnosticados clínicamente de 
tromboastenia de Glanzmann, hemos detectado cuatro nuevas mutaciones en la 
glucoproteína GPIIb (Tabla IX). Hasta el momento, las mutaciones detectadas en 
casos de TG se reparten prácticamente por igual en ambas subunidades (French, 
1998), por lo que la razón de que sólo hayamos encontrado mutaciones en GPIIb 
probablemente no sea significativo. De acuerdo con comunicaciones previas, llama la 
atención la heterogeneidad del tipo y localización de las lesiones halladas: deleciones 
con desplazamiento del marco de lectura y mutaciones puntuales que dan lugar a la 
sustitución de un residuo o a la aparición de un codón de terminación prematuro. La 
veracidad de las mutaciones encontradas fue corroborada por distintos procedimientos 
analíticos utilizando DNA de distintas amplificaciones y estudiando también a los 
progenitores y otros miembros de la familia de los pacientes. Los siguientes criterios 
indicaron que las mutaciones halladas estaban relacionadas con el fenotipo 
tromboasténico: 1) ausencia de la mutación en más de 100 DNAs genómicos de 
individuos sanos y sin antecedentes familiares de hemopatías; 2) disminución del 
contenido plaquetario de GPIIb/IIIa en familiares heterocigotos, demostrable por 
varios criterios analíticos; 3) demostración de alteración funcional de las subunidades 
mutadas mediante experimentos de expresión heteróloga en células eucariotas. 
En uno de los casos estudiados, las plaquetas del paciente no se agregaban 
espontáneamente o en respuesta a agonistas. La estructura de los genes de GPIIb y 
GPIIIa resultó ser normal y el análisis de citometría reveló la presencia de cantidades 
normales de GPIIb/IIIa en las plaquetas del paciente. Este caso de “variante” de 
tromboastenia es de gran interés porque refleja, con toda probabilidad, que la falta de 
agregación plaquetaria de este paciente es el resultado de una alteración en algún 
mecanismo de señalización intracelular que permite que distintos agonistas o 
estímulos den lugar a cambios de afinidad en el receptor de fibrinógeno por su 
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Tabla IX 
 




 Tipo Mutación Gen/Exón/Base/Codón AA sustituído 
 
 
 I C-Deleción* IIb / 2 / 288-291 / 96-97  Cambio de fase 
 
 I CGA→TGA IIb / 19 / 1882 / 597 Arg597→Stop 
 
 I GAA→AAA IIb / 12 / 1063 / 324 Glu324→Lys 
 
 II TGT→CGT IIb / 21 / 2113 /674 Cys674→Arg 
 
 Variante Ninguna  ---- ---- 




5.2. BASES MOLECULARES DEL FENOTIPO TROMBOASTÉNICO Y 
CRITERIOS DE CLASIFICACIÓN 
 
Como paso previo a cualquier tipo de estudio funcional hemos realizado una 
determinación cuantitativa de los niveles de RNA mensajero de GPIIb y GPIIIa en las 
plaquetas de los pacientes. Este proceder encuentra justificación en el hecho de que 
las mutaciones que generan un codón de terminación prematuro, con gran frecuencia, 
dan lugar a un procesamiento alternativo del RNAm y/o alteran la estabilidad de los 
transcritos (Dietz et al, 1993). La Tabla X muestra cómo las lesiones que generan un 
codón de terminación, cursan con una cantidad reducida de RNAm, mientras que las 
otras dos mutaciones presentaron niveles normales. En los casos de disminución o 
ausencia de RNAm de la subunidad mutada, es evidente que la falta de proteína es la 
etapa limitante para la expresión en superficie de GPIIb/IIIa por lo que no sería 
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necesario realizar ningún tipo de estudio funcional. Respecto a los codones 
prematuros de terminación, en la actualidad es imposible predecir si alterarían la 
cantidad del mensajero que los contiene. Se han descrito mutaciones en GPIIb que 
generan codones de terminación prematuros que no alteran la cantidad de mensajero 
(Vinciguerra et al, 1996; Iwamoto et al, 1994) o que lo disminuyen de forma acusada 
(Tomiyama et al, 1995). Estas diferencias parecen deberse a que el efecto de la 
aparición de un codón de terminación depende de su posición, ya que cuanto más 
próximo esté al extremo 5' de la secuencia codificadora más inestable será el RNA 








Disminución o ausencia de RNAm de GPIIb 
 
 Mutaciones que provocan la aparición de un codón stop 
 
 IIb/exón 2 288delC desplazamiento marco de lectura-Stop 
 IIb/exón 19 C1882→T Arg597→Stop 
 
Cantidad normal de mRNA 
 
 Mutaciones puntuales que dan lugar a la sustitución de un solo residuo 
 
 IIb/exón 21 T2113→C Cys674→Arg 




Los casos con cantidades normales de mensajero fueron sometidos a estudios 
funcionales mediante transfección de los cDNAs que codifican las subunidades 
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normal y mutada en células de ovario de hámster chino (CHO). En este tipo de 
estudio, hemos valorado la capacidad de las subunidades mutadas para formar 
heterodímeros y la capacidad de los complejos GPIIb/IIIa recombinantes, normales o 
mutados, para expresarse en la superficie de las células transfectadas. La expresión 
superficial de GPIIb/IIIa fue analizada mediante citometría de flujo y/o marcaje de 
células intactas con biotina seguido de inmunoprecipitación de GPIIb y/o GPIIIa con 
monoclonales específicos. La síntesis y/o acúmulo intracelular de subunidades se 
detectó mediante marcaje de los lisados celulares totales. La Tabla XI resume algunos 




Bases moleculares del fenotipo tromboasténico 
 
 
  Mutación Tipo de TG Mecanismo  
 
 
 GPIIb [delC288] I Ausencia de RNAm-GPIIb  
 
 GPIIb / Arg597→Stop I Ausencia de RNAm-GPIIb 
 
 GPIIb / Glu324→Lys I Ausencia de heterodimerización 
 
 GPIIb / Cys674→Arg  II Alteración del plegamiento, procesamiento 
    y tráfico intracelular 
 Ninguna Variante Alteración de señalización? * 
 
 
* La ausencia de mutaciones en GPIIb/IIIa junto con la falta de agregación en respuesta a 
agonistas, hace suponer que existe una perturbación en el mecanismo señalización 




5.2.1. Clasificación por subtipos de la tromboastenia de Glanzmann 
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En un principio, Zucker y colaboradores demostraron que las plaquetas de los 
pacientes tromboasténicos no se adherían ni extendían normalmente sobre un cristal y 
su contenido de fibrinógeno plaquetario era de aproximadamente un 10-25% del valor 
normal (Zucker 1964; Zucker et al, 1966). Este hecho condujo a la identificación de 
fallos en la fijación de fibrinógeno y, finalmente, al complejo GPIIb/IIIa como 
responsable de la patología tromboasténica (Nurden y Caen, 1974); razón por la cual, 
la forma más común de clasificación de las tromboastenias es la basada en el 
contenido plaquetario de GPIIb/IIIa (George et al, 1990). En las tromboastenias de 
tipo I existe una ausencia total de receptor; las de tipo II muestran niveles de receptor 
inferiores al 20% y, finalmente, las llamadas "variantes" tienen cantidades normales 
de complejo GPIIb/IIIa pero incapaz de fijar fibrinógeno de forma eficiente. 
Actualmente, los estudios genéticos y bioquímicos han permitido clasificar esta 
patología de acuerdo a otros criterios que permiten un conocimiento más preciso de la 
etiopatogenia de esta enfermedad. La Tabla XII recoge las distintas posibilidades de 
subclasificación de las tromboastenias. Nosotros hemos tratado de identificar las bases 
moleculares de los casos de fenotipo tromboasténico objeto de este estudio y 
encuadrarlos dentro de uno de los subtipos descritos. Nuestro estudio es el primero en 
que se ha determinado de modo cuantitativo el contenido plaquetario de mensajeros 
de GPIIb y/o GPIIIa. De igual forma, como discutiremos más adelante, hemos 
determinado que la interacción de subunidades mutadas con proteínas chaperonas del 
retículo endoplasmático son la causa de la disminución de la velocidad de tránsito de 
complejos GPIIb/IIIa hasta la membrana plasmática y pueden provocar un efecto 
negativo en condiciones de heterocigosis. Parece importante considerar este último 
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Tabla XII 
 
Criterios de subclasificación de la tromboastenia de Glanzmann 
 
 
I. DEFECTOS DE DNA 
 A. Tipo de lesión 
 B. Topografía de la lesión 
 C. Efecto de la lesión 
II. SUBUNIDAD AFECTADA 
III. RECEPTOR(ES) AFECTADOS 
 A. GPIIb/IIIa (αIIbβ3)  
 B. αvβ3 
IV. DEFECTO BIOSINTETICO 
 A. Estabilidad y niveles de RNA mensajero 
 B. Síntesis, plegamiento o estabilidad de polipéptidos 
 C. Formación de complejos 
 D. Estabilidad de complejos 
 E. Maduración de complejos 
 F. Tráfico intracelular de complejos 
 
V. ALTERACIÓN FUNCIONAL DE GPIIb/IIIa 
 A. Cuantitativa 
 B. Cualitativa 
1. Complejos inestables 
2. Mutaciones que perturban la fijación del ligando 
3. Mutaciones puntuales que afectan a la activación de GPIIb/IIIa  
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5.3.1. Significado funcional de la mutación Cys674→Arg de GPIIb asociada a 
tromboastenia tipo II 
 
La transición T2113→C del exón 21 de GPIIb provoca la sustitución del residuo 
674C por arginina (674R) causando la ruptura del puente disulfuro intracatenario 674-
687 de GPIIb. Esta mutación se encontró en un paciente tromboasténico heterocigoto, 
cuyo contenido plaquetario de GPIIb/IIIa es sólo el 10% del control normal y 
únicamente posee el RNAm-GPIIb que codifica la forma mutada [674R]GPIIb. La 
cotransfección transitoria de GPIIIa junto con la forma normal o mutante de GPIIb en 
células de CHO nos ha permitido demostrar que este residuo es esencial para el 
correcto procesamiento del complejo GPIIb/IIIa. Tanto el análisis en plaquetas como 
en células transfectadas, parecen coincidir en que la ruptura del puente disulfuro 
intracatenario 674-687 de GPIIb impide una conformación apropiada de esta 
subunidad, interfiriendo en algún paso del proceso de maduración y/o expresión en 
membrana del complejo maduro GPIIb/IIIa. Por tanto, la mutación Cys674→Arg de 
GPIIb provoca un defecto cuantitativo del receptor αIIbβ3; sin embargo, la 
conservación del puente disulfuro 674-687 no parece ser esencial desde un punto de 
vista cualitativo o funcional. Según nuestras observaciones, las plaquetas de la 
paciente y de su madre, portadoras de esta mutación, respondieron a diversos 
activadores fijando fibrinógeno soluble de manera proporcional al número de 
receptores que poseen en la superficie plaquetaria. Por tanto, esta mutación parece no 
afectar a los procesos de activación del receptor ni al reconocimiento de sus ligandos. 
 
5.3.1.1. Importancia de los puentes disulfuro en la formación y expresión 
superficial de complejos GPIIb/IIIa 
Los puentes disulfuro son importantes para la estabilidad de la estructura terciaria 
de las proteínas y su ensamblaje en complejos multiméricos (Seckler y Jaenicke, 
1992). La ruptura de distintos puentes disulfuro de GPIIb y GPIIIa puede tener 
consecuencias variables. La deleción de los residuos 106A-111Q de GPIIb que 
incluye a la cisteína 107, elimina el puente intracatenario 107-130 de GPIIb 
impidiendo la heterodimerización de los complejos (Newman et al, 1991). Resultados 
similares se observan en la deleción 129S-161S que comprende los residuos 130C y 
146C de GPIIb. En la subunidad GPIIIa, algunas mutaciones que afectan a residuos de 
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cisteínas como C374Y y C560F están asociadas a tromboastenias tipo II (Grimaldi et 
al, 1996; Ambo et al, 1998) mientras que las sustituciones C542R y C457Y están 
involucradas en TG tipo I (Ruan et al, 1999; Milet et al, 1997). Sin embargo, la 
eliminación de la cisteína 655 de GPIIIa no afecta a la formación de los complejos 
GPIIb/IIIa (Wang et al, 1997). Las cisteínas 674 y 687 de GPIIb están conservadas en 
todas las subunidades α de las integrinas que reconocen ligandos RGD (αIIbβ3, α5β1 y 
αvβ3) y que sufren un procesamiento endoproteolítico en su síntesis. En las 
subunidades α7 y α8 que no reconocen ligandos RGD, pero sí sufren proteólisis, estas 
dos cisteínas también están conservadas. Estas observaciones sugieren que el puente 
disulfuro 674-687 de GPIIb debe jugar un papel importante para el plegamiento 
correcto de esta proteína. 
Los experimentos de mutagénesis de los residuos 674 y 687 de GPIIb indicaron 
que la ruptura del puente disulfuro por la sustitución de la cisteína 687 por alanina 
produce los mismos efectos negativos sobre la expresión de complejos GPIIb/IIIa. La 
sustitución de 674C por alanina, en vez de arginina, mejora la expresión en superficie, 
lo cual sugiere que la presencia de un residuo cargado positivamente en esta posición 
provoca un cambio conformacional aún menos eficiente. Aunque las mutaciones de 
los residuos 674C y 687C tienen efectos similares, la mutación conjunta de ambas 
cisteínas tiene un efecto aditivo. Esta observación sugiere que la sustitución de ambas 
cisteínas produce efectos negativos adicionales a los producidos por la pérdida del 
puente disulfuro, presumiblemente debidos a cambios conformacionales menos 
favorables. Es probable que cuando sólo está mutada una de las cisteínas, la otra 
forme enlaces alternativos con otras cisteínas, dando lugar a una conformación que 
mejore el tráfico intracelular de GPIIb/IIIa. 
 
5.3.2. Mutación [288delC] en el exón 2 de GPIIb 
 
Hemos estudiado las bases genético moleculares del fenotipo tromboasténico de 
dos casos que presentaban hemorragias mucocutáneas, aumento del tiempo de 
sangrado y ausencia de agregación plaquetaria espontánea o en respuesta a agonistas. 
La ausencia de complejo GPIIb/IIIa plaquetario confirmó el diagnóstico clínico de 
tromboastenia de Glanzmann (TG) tipo I. El análisis de polimorfismo conformacional 
de DNA monocatenario (SSCP) y la secuenciación del exón 2 y de las zonas intrónicas 
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adyacentes de GPIIb, desveló la existencia de una deleción homocigota de la citosina 
de la posición 288 relativa al sitio de inicio de traducción. Esta deleción desplaza el 
marco de lectura dando lugar a la aparición de un codón prematuro de terminación. La 
traducción de este mensajero daría lugar a una proteína truncada de tan solo 109 
residuos. Los familiares heterocigotos para esta mutación muestran también una 
reducción del contenido plaquetario de GPIIb/IIIa. En este caso, es evidente que la 
ausencia de αIIbβ3 en las plaquetas de los pacientes es debida a la falta de RNAm de 
GPIIb y, por tanto, se puede concluir que ésta es la causa del fenotipo tromboasténico 
de estos pacientes. Se han descrito otros casos en los que la aparición prematura de 
codones sin sentido en ciertas posiciones provoca una reducción del RNAm, 
probablemente como mecanismo para evitar la síntesis de proteínas truncadas o no 
funcionales que puedan incidir negativamente en los procesos normales. 
Como cabría esperar, la cotransfección de células CHO con cDNAs de GPIIIa y 
[288delC]GPIIb no incrementó la exposición superficial de GPIIIa, ni se detectaron 
complejos [288delC]GPIIb/IIIa. Cuando se cotransfectaron GPIIIa y la forma mutada 
de GPIIb con una deleción interna del exón 3, no se pudo detectar la presencia de 
heterodímeros. Esta observación indica, por primera vez, que la integridad del exón 3 
de GPIIb es esencial para que se produzca la heterodimerización de las subunidades 
GPIIb y GPIIIa. 
 
5.3.3. Mutación Arg597 → STOP en el exón 19 de GPIIb 
 
El análisis de restricción del exón 19 de GPIIb en un número significativo de 
individuos normales no reveló la presencia de la mutación Arg597→Stop. Tanto en el 
análisis citofluorimétrico como en la inmunoprecipitación de lisados de plaquetas del 
paciente con distintos anticuerpos, no se pudo detectar la presencia de GPIIb y se 
observó una reducción importante en los niveles de GPIIIa. En los padres 
heterocigotos había una disminución significativa de ambas subunidades. El estudio 
de los niveles de RNAm de GPIIb del paciente y de los individuos heterocigotos de la 
familia reflejó que la aparición de un codón de terminación prematuro en esta 
posición provoca una disminución en los niveles de RNAm, posiblemente al generar 
una forma de mensajero muy inestable que será rápidamente degradado. Al igual que 
en el caso anterior, la reducida expresión del receptor plaquetario GPIIb/IIIa es debida 
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a la disminución de RNAm-GPIIb. Los experimentos de transfección demostraron la 
incapacidad de la forma mutada de GPIIb para formar complejos con GPIIIa. Por 
tanto, en el supuesto de que el RNAm no fuera limitante la mutación Arg597→Stop 
seguiría dando lugar a un fenotipo tromboasténico. Alteraciones en los niveles de un 
RNA mensajero pueden deberse a mutaciones de las regiones promotoras o a 
mutaciones que afectan la estabilidad o vida media de los transcritos. En la 
tromboastenia de Glanzmann, las mutaciones que afectan a los niveles de RNAm y 
que han sido identificadas hasta el momento únicamente pertenecen a la segunda 
opción. Entre estas mutaciones se han encontrado deleciones, inserciones, inversiones, 
mutaciones que cambian los sitios de “splicing” y mutaciones puntuales que provocan 
la aparición de un codón prematuro de terminación. Hasta ahora, no se conoce el 
mecanismo real por el cual la presencia de un codón de terminación prematuro induce 
la inestabilidad del mensajero. Una de las explicaciones propuestas para este 
fenómeno es que la finalización prematura de la traducción de proteínas provoca la 
pérdida de la protección del RNAm por los ribosomas, haciendo que sea más 
susceptible a la digestión por RNasas endógenas (Hagan et al, 1995). También se han 
propuesto mecanismos de conexión entre la existencia de proteínas truncadas y 
procesos intranucleares por los cuales el transporte desde el núcleo de un RNA 
mensajero específico puede ser inhibido (Baserga y Benz, 1988). La transición C→T 
en el último codón del exón 17 de GPIIb, que provoca la sustitución de R553 por una 
señal de terminación, se ha encontrado en seis familias distintas y en todos los casos, 
los pacientes presentaban niveles reducidos de RNA mensajero (Kato et al, 1992; Gu 
et al, 1993; Vinciguerra et al, 1995; Tomiyama et al, 1995). Otra interesante mutación 
que también produce la disminución de los niveles de RNA es una inserción de dos 
pares de bases en el exón 30 de GPIIb. Esta mutación provoca un desplazamiento del 
marco de lectura que genera la desaparición del codón de terminación al final del 
dominio citoplasmático de GPIIb (French et al, 1997). En el caso de GPIIIa, se han 
descrito mutaciones en sitios de splicing, deleciones e inversiones que provocan una 
terminación prematura y afectan también a los niveles de sus transcritos (Bray y 
Shuman, 1990; Li y Bray, 1993; Djaffar et al, 1993). 
 
5.3.4. La mutación Glu324 → Lys de GPIIb impide su asociación con GPIIIa 
La ausencia de glucoproteína plaquetaria GPIIb analizada mediante citometría de flujo y 
análisis de western confirmaron el diagnóstico clínico de tromboastenia de este paciente, 
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demostrando que se trataba de un caso de TG tipo I. El estudio de los genes de GPIIb y 
GPIIIa permitió desvelar la existencia de la transición homocigota G1063A en GPIIb, 
siendo ésta la única mutación encontrada. El significado patológico de esta mutación 
también se demuestra por el reducido contenido plaquetario de GPIIb/IIIa en los miembros 
heterocigotos de la familia. Esta misma mutación se ha asociado a otros tres casos de 
fenotipos tromboasténicos (Ambo et al, 1998; Ruan et al, 1998; Milet et al, 1999). El hecho 
de que distintas familias no relacionadas y de distintas etnias posean la misma mutación 
puede indicar que este sitio sea particularmente susceptible a ser mutado. 
La cuantificación del RNAm de GPIIb demostró que el gen de [324K]GPIIb se 
transcribe normalmente, por lo que, en este caso, la disponibilidad de mensajero no puede 
ser la causa de la falta de expresión de GPIIb/IIIa en el paciente o de la reducida expresión 
en los individuos heterocigotos. Esta última observación sugirió que debía ser la 
maduración y/o el tráfico intracelular de [324K]GPIIb, alguno de los mecanismos que están 
impedidos. En experimentos de transfección de células CHO con esta forma mutada, la 
incapacidad de los anticuerpos anti-GPIIb y anti-GPIIIa para coprecipitar formas maduras 
de GPIIb indican que [324K]GPIIb no llega a formar heterodímeros con GPIIIa. Los 
análisis de pulso y caza mostraron un flujo normal de precursores radiactivos a través de 
proGPIIb y GPIIIa pero una completa ausencia de GPIIb madura. Por ello, parece 
razonable concluir que el mecanismo molecular que da lugar al fenotipo tromboasténico es 
la incapacidad de [324K]GPIIb de dimerizar con la subunidad GPIIIa. Hemos podido 
observar que pro[324K]GPIIb está asociada fuertemente a la chaperona BiP; sin embargo, 
el significado patológico de esta observación no está claro pues la asociación de BiP con 
otras formas mutantes de GPIIb no impide por completo su expresión en la superficie 
celular. 
La sustitución E324K es un caso similar al de otras mutaciones descritas (G273D, Poncz 
et al, 1994; F289S, Ambo et al, 1998; R327H, Ferrer et al, 1996; G418D, Wilcox et al, 
1994) por su localización en la región de GPIIb que comprende los dominios de unión de 
calcio. Debido a la localización peculiar de estas mutaciones, se puede suponer que su 
mecanismo patológico está relacionado con cambios en su capacidad para fijar calcio y, por 
tanto, mantener la asociación de las subunidades. Alternativamente, la sustitución de ciertos 
residuos puede impedir la apropiada conformación de la proteína para su asociación con 
GPIIIa. El alto grado de conservación de la región 321-328 de las subunidades α de muchas 
integrinas sugiere que puede ser un dominio funcional involucrado en la dimerización de 
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las subunidades. En la familia de las integrinas β2, el residuo homólogo al 324E de GPIIb 
es una arginina. Los estudios de mutagénesis de este residuo demostraron que su 
sustitución por aminoácidos cargados negativamente, polares o hidrofóbicos, permiten la 
expresión en superficie de complejos GPIIb/IIIa, mientras que cualquier residuo con carga 
negativa produce el efecto contrario, impidiendo la dimerización de proGPIIb con GPIIIa. 
Finalmente, se puede concluir que la zona altamente conservada de GPIIb 324E-328V debe 
contener un dominio determinante para la dimerización y/o normal procesamiento de los 
complejos GPIIb/IIIa. 
 
5.4. IMPORTANCIA DE LA REGIÓN CARBOXI-TERMINAL DE GPIIIa EN 
LA EXPRESIÓN Y MODULACIÓN DE LA AFINIDAD DEL RECEPTOR 
DE FIBRINÓGENO 
 
Una importante herramienta de trabajo para el estudio de la correlación estructura-
función de los distintos dominios de GPIIb/IIIa es el análisis del efecto de las 
mutaciones detectadas en pacientes tromboasténicos o bien de las introducidas en 
sitios deseados mediante mutagénesis. Para examinar el papel de las distintas regiones 
del extremo carboxilo (616-762) de GPIIIa en la expresión y modulación de la 
afinidad de GPIIb/IIIa, transfectamos células CHO con una serie de GPIIIa mutantes 
junto a GPIIb. De este modo, observamos que las construcciones de GPIIIa que 
carecen de los dominios de transmembrana y citosólicos poseen una baja eficacia en 
la formación de heterodímeros con GPIIb y por ello, su expresión en superficie está 
gravemente afectada. La presencia de estos dominios es necesaria para una correcta 
expresión del receptor. La tromboastenia de Glanzmann de judíos iraquíes está 
asociada a una deleción de 11 pb en el exón 12 de GPIIIa que da lugar a una proteína 
truncada antes del dominio transmembranar (GPIIIa ∆650-762) (Newman et al, 1991). 
En estos pacientes, acorde con nuestros resultados, se ha demostrado la presencia de 
proGPIIb y ausencia de receptores de fibrinógeno y vitronectina (Coller et al, 1987; 
Coller et al, 1991). 
 
La deleción interna de los residuos 616-690 del dominio extracelular de GPIIIa no 
altera el procesamiento ni la expresión en superficie del receptor GPIIb/IIIa, pero 
provoca cambios de afinidad por el fibrinógeno, dando lugar a receptores 
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constitutivamente activos. La agregación plaquetaria y la unión del fibrinógeno 
soluble a GPIIb/IIIa requiere la activación del receptor mediante una señalización 
intra o extracelular, pero todavía no se conocen en profundidad los mecanismos que 
regulan este proceso. La ausencia de la región 616-690 implica la pérdida de varios 
residuos de cisteína y la ruptura del puente disulfuro C406-C655, que podrían 
provocar un plegamiento anormal de la proteína sin afectar a la expresión del 
receptor; de hecho, se ha descrito que la pérdida de este puente disulfuro de GPIIIa no 
impide la expresión en superficie de heterodímeros GPIIb/IIIa funcionales (Wang et 
al, 1997). 
La importancia de esta zona delecionada de GPIIIa en la modulación de la afinidad 
del receptor, podría estar relacionada con su contenido en cisteínas. Otras mutaciones 
descritas en la subunidad GPIIIa que dan lugar a complejos constitutivamente activos 
afectan a cisteínas involucradas en puentes disulfuro (Liu et al, 1998) y a residuos 
comprendidos en la región 423-622 de las repeticiones ricas en cisteína (Ambo et al, 
1998; Kashiwagi et al, 1999). Además, se ha demostrado recientemente la existencia 
de una actividad tiol-isomerasa en la subunidad GPIIIa que reside en estas 
repeticiones ricas en cisteína (O’Neill et al, 2000). Esta actividad enzimática 
endógena sugiere que los puentes disulfuro de la propia integrina o de sus substratos 
podrían modificarse localmente durante la activación del complejo GPIIb/IIIa. De 
hecho, se ha observado un aumento de grupos tiol libres en la superficie de las 
plaquetas tras su activación (Burgess et al, 2000). Será necesario continuar este 
estudio para llegar a determinar con mayor precisión la importancia de esta región 
extracelular adyacente a la membrana de la subunidad GPIIIa en la activación del 





5.5. ETAPAS LIMITANTES PARA LA EXPRESIÓN SUPERFICIAL DE 
GPIIb/IIIa 
 
5.5.1. Contenido plaquetario de GPIIb/IIIa en portadores de mutaciones 
heterocigotas 
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La tromboastenia de Glanzmann se ha descrito como una enfermedad autosómica 
recesiva. El carácter recesivo de esta patología puede ser la causa del poco interés que 
ha despertado el estudio de los familiares heterocigotos. La mayoría de estos 
individuos poseen alrededor de un 50% de receptor plaquetario de fibrinógeno pero 
son asintomáticos. Por tanto, la mitad de los niveles normales de GPIIb/IIIa parece ser 
suficiente para no mostrar anomalías hemostáticas graves. El hecho de que los 
familiares heterocigotos de mutaciones asociadas a fenotipos tromboasténicos 
expresen cantidades anormales de GPIIb/IIIa, podría interpretarse, en principio, en el 
sentido de que la disponibilidad de mensajero es la etapa limitante para la expresión 
de estos complejos. Si así fuese, la presencia de un sólo alelo funcionante debería dar 
lugar a un contenido plaquetario de GPIIb/IIIa de alrededor del 50% del control; sin 
embargo, ese no es el caso de algunas mutaciones, como la que genera la proteína 
truncada GPIIIa[∆616] que no da lugar a cambios significativos en la tasa de 
expresión plaquetaria de GPIIb/IIIa en individuos heterocigotos (Ferrer et al, 1998). 
Por otro lado, mutaciones como C674R dan lugar a una expresión plaquetaria por 
debajo del 50% en los casos de heterocigosis. Estas observaciones indican que, 
además de la disponibilidad de mensajero, otros factores deben determinar la 
expresión superficial de GPIIb/IIIa. Uno de estos factores podría ser, de acuerdo con 
observaciones previas de nuestro laboratorio, que la expresión de una forma mutada 
de GPIIb (o de GPIIIa) pudiera interferir con la expresión de la proteína normal. En 
base a estos antecedentes, hemos estudiado con mayor detalle ambas posibilidades, 
cuyos resultados discutimos a continuación. 
 
5.5.2. Correlación entre niveles de RNAm y expresión superficial de GPIIb/IIIa 
La expresión en superficie de complejos GPIIb/IIIa es un proceso en el que 
intervienen múltiples etapas. Nosotros hemos estudiado la correlación entre el 
contenido plaquetario de RNAm de GPIIb y GPIIIa y la tasa de expresión en 
superficie del receptor GPIIb/IIIa. También hemos determinado en pacientes 
tromboasténicos, si la tasa de RNAm de GPIIb y GPIIIa estaba o no alterada, y en qué 
grado. Para ello hemos puesto a punto una técnica que nos ha permitido medir el 
contenido de mensajeros en plaquetas y en líneas celulares megacariocíticas con 
distintos grados de diferenciación. El sistema TaqMan que hemos utilizado permite la 
determinación cuantitativa de la muestra amplificada por PCR. La única diferencia 
entre este sistema y los procedimientos rutinarios de PCR es la adición de una sonda 
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fluorogénica diseñada para hibridar con una secuencia concreta. Este sistema sirve 
para una evaluación cuantitativa que garantiza la especificidad del producto de PCR 
que se está midiendo. Además, la intensidad de la señal fluorescente permite la 
detección de productos de PCR en muestras que originalmente contienen poca 
cantidad de RNAm, incluso después de un número limitado de ciclos. Esto es 
importante para los casos en que la disponibilidad de muestra es limitada. Otra ventaja 
de este sistema es la facilidad y rapidez del análisis de la muestra, ya que no requiere 
ninguna manipulación posterior al PCR como electroforesis o marcajes que pueden 
introducir fuentes de error. 
Para estudiar la correlación RNAm-proteína comenzamos por estudiar el grado de 
variabilidad que existe en una población de individuos sanos sin antecedentes 
familiares de hemopatías. Los resultados indicaron que con las técnicas empleadas, las 
cantidades de GPIIb y GPIIIa en la superficie plaquetaria varían en unos rangos lo 
suficientemente amplios como para ver diferencias entre individuos sanos. La 
correlación entre los contenidos de mensajero y de proteína en membrana parece más 
estrecha en el caso de GPIIb que en el de GPIIIa. Todo ello parece indicar que las 
variaciones en la expresión superficial del complejo GPIIb/IIIa vienen determinadas 
por los niveles de RNAs mensajeros, siendo la tasa de transcripción de los genes de 
estas glucoproteínas y de una manera más acusada la de GPIIb, la que regula de 
manera importante los niveles finales de GPIIb/IIIa en las plaquetas de cada 
individuo. La subunidad αIIb se expresa casi exclusivamente en plaquetas y en líneas 
megacarioblásticas, mientras que la subunidad β3 se sintetiza y se expresa formando 
complejos con αv en una gran variedad de líneas celulares, lo que estaría de acuerdo 
con el hecho de que la regulación de la síntesis de αIIb fuera más importante en la 
expresión del receptor GPIIb/IIIa. Nosotros también hemos demostrado cómo el 
aumento de expresión de αIIbß3 que provoca el PMA en las células megacarioblásticas 
MEG-01 es paralelo a un incremento similar de los RNAs mensajeros de ambas 
subunidades. Las células MEG-01 pueden servirnos como el modelo más próximo a 
la realidad para estudiar los procesos que envuelven la síntesis y regulación de la 
expresión del receptor de fibrinógeno, ya que es una línea celular humana que posee 
los factores y las características necesarias para ello; no obstante, los resultados 
obtenidos se han de interpretar con reservas, pues estas células son de origen 
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leucémico y el PMA no es un estimulador fisiológico de la maduración 
megacariocítica. 
Los pacientes y los familiares heterocigotos portadores de mutaciones que afectan 
a la estabilidad del RNAm de GPIIb, ponen de manifiesto la importancia de la 
disponibilidad de RNAm para la expresión final de estas glucoproteínas. En contraste 
con las mutaciones de GPIIb, pero de acuerdo a las observaciones vistas en la 
población control, Ferrer y colaboradores (1998) describieron a individuos 
heterocigotos, portadores de la mutación que genera la proteína truncada 
GPIIIa[∆616], con un contenido plaquetario normal de GPIIb/IIIa. En estos 
individuos los transcritos de un solo alelo funcional permitían la síntesis suficiente de 
GPIIIa para mantener una tasa normal de expresión superficial de receptores 
plaquetarios. En base a estas observaciones, se puede concluir que es principalmente 
la disponibilidad de RNAm de GPIIb, no tanto la de mRNA-GPIIIa, una etapa 
limitante en la síntesis y tasa de expresión final de los receptores plaquetarios de 
fibrinógeno. 
 
5.5.3. Efecto dominante negativo de mutaciones en GPIIb/IIIa 
Individuos heterocigotos portadores de la mutación C674R de GPIIb muestran un 
contenido plaquetario de GPIIb/IIIa del ~30% de los controles normales, lo cual es 
menos que la cifra estimada del 50% para un alelo funcional normal. Esta reducción 
del contenido plaquetario de GPIIb/IIIa en condiciones de heterocigosis plantea la 
posible existencia de algún tipo de interacción negativa entre las subunidades normal 
y mutante de GPIIb. La confirmación de esta posibilidad se obtuvo a partir de los 
resultados que muestran cómo la coexpresión de GPIIb normal y [674R]GPIIb 
produce una inhibición dosis-dependiente de la expresión de complejos GPIIb/IIIa en 
células CHO-IIIa, sugiriendo que [674R]GPIIb interfiere en la asociación y/o tráfico 
intracelular de la subunidad normal. El efecto inhibidor de una proteína mutante sobre 
la expresión de la forma correcta es conocido como “efecto dominante negativo” 
(Hershkowitz, 1987). Hay descritos varios ejemplos de enfermedades humanas 
causadas por mutaciones dominantes negativas, como el mutante de la proteína p53 
supresora de tumores (Unger et al, 1993), el receptor mutante de hormona tiroidea (c-
erbAβ1) en el síndrome de resistencia a hormona tiroidea (Parrilla et al, 1991; Nagaya 
y Jameson, 1993) y mutaciones en el dominio tirosina-quinasa del receptor de insulina 
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(Frattali et al, 1992). En nuestro caso, el efecto dominante negativo podría estar 
relacionado con la interacción de la proteína mutada, cuyo plegamiento es anómalo, 
con chaperonas del retículo endoplásmico. 
 
5.5.4. La interacción de la chaperona BiP con formas mutadas de GPIIb es 
responsable del efecto dominante negativo causado por [674R]GPIIb 
La unión estable de BiP a [674R]GPIIb, además de disminuir la tasa de expresión 
de [674R]GPIIb/IIIa, perturba la expresión de las subunidades normales. 
Recientemente, se han estudiado otras mutaciones de proteínas de membrana que 
causan la retención de la proteína en el retículo y ejercen también un efecto dominante 
negativo sobre las formas normales (Dhermy et al, 1999; Masuda y Montero, 2000). 
Según estas observaciones, parece haber una estrecha correlación entre la unión 
estable de las chaperonas a proteínas con un plegamiento anormal y la inhibición que 
provocan cuando se coexpresan con la proteína nativa. En condiciones normales, la 
proteína chaperona BiP (GRP78) se encuentra en el lumen del retículo 
endoplasmático donde se une transitoriamente a los péptidos nacientes, permitiendo 
su correcto plegamiento y ensamblaje. Cuando una proteína muestra una secuencia 
anómala que da lugar a plegamientos alternativos, la unión de esta chaperona es más 
estable, provocando la retención del polipéptido en el retículo endoplasmático. En este 
sentido, estudiamos la interacción de [674R]GPIIb con la proteína chaperona BiP y su 
implicación en la baja tasa de expresión superficial de complejos [674R]GPIIb/IIIa. 
La proteína BiP se encontró asociada a todas las formas mutadas de los residuos 674 y 
687 de GPIIb, las cuales presentaron una tasa de expresión siempre inferior al 50% de 
los valores normales. Según estas observaciones, parece lógico concluir que debe 
existir una relación entre la asociación de GPIIb con la chaperona BiP y la menor 
expresión superficial de GPIIb/IIIa. Este postulado se vería apoyado por 
observaciones recientes que indican que la asociación de otras proteínas con BiP 
causa un retardo en su maduración y su tránsito intracelular (Muresan y Arvan, 1998; 
Creemers et al, 2000). En este caso estudiado, la sobreexpresión de la proteína 
chaperona BiP causó un incremento de la inhibición provocada por [674R]GPIIb en la 
expresión del receptor. En base a nuestras observaciones, parece razonable concluir 
que el efecto dominante negativo de la mutación C674R es el resultado de la 
asociación más estable de BiP con [674R]GPIIb/IIIa, compitiendo con los complejos 
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normales al provocar una mayor restricción al progreso de GPIIb/IIIa a lo largo de su 
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6. CONCLUSIONES 
 
1.-Hemos estudiado cinco familias de pacientes con diagnóstico clínico de 
tromboastenia de Glanzmann, en las cuales hemos hallado cuatro nuevas 
mutaciones, todas ellas localizadas en la subunidad GPIIb. En uno de los casos 
estudiados, el contenido plaquetario de GPIIb/IIIa y la estructura primaria del 
cDNA de ambas subunidades eran normales, por lo que la etiología de la 
tromboastenia habría que atribuirla a la alteración de la intercomunicación de los 
receptores de fibrinógeno y de los agonistas plaquetarios. 
 
2.-El análisis cuantitativo del RNAm de GPIIb y GPIIIa en plaquetas y el estudio 
funcional de las mutaciones halladas demuestran que los mecanismos moleculares 
responsables de la falta de expresión y/o función de complejos GPIIb/IIIa han sido: 
 
a) Ausencia de RNAm. Las mutaciones [288delC] y Arg597→Stop de GPIIb 
provocan una disminución grave del contenido de RNAm en las plaquetas. 
b) Incapacidad de la subunidad mutada [324K]GPIIb para formar heterodímeros. 
c) Alteración en la velocidad de tránsito y/o ensamblaje en la membrana 
plasmática de complejos GPIIb/IIIa provocada por la sustitución Cys674→Arg en 
GPIIb. 
d) Posible alteración de los mecanismos de señalización intracelular (“Variante”). 
 
3.-Hemos demostrado las siguientes etapas limitantes para la expresión superficial de 
complejos GPIIb/IIIa: 
 
3.1.-Disponibilidad de RNA mensajero: 
 
a) Los individuos heterocigotos para mutaciones en GPIIb muestran reducciones 
de alrededor del 50% en el contenido plaquetario de GPIIb/IIIa. Estas 
observaciones sugieren la existencia de una correlación entre la disminución en 
la producción de RNAm y la tasa de expresión superficial de complejos. 
 
b) Existe una correlación positiva entre niveles de RNAm de GPIIb y su expresión 
superficial (r= 0,68). Esta observación indica que las variaciones en la expresión 
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en superficie del complejo GPIIb/IIIa son función, en gran medida, de la 
disponibilidad de RNAs mensajeros y de forma más evidente la de GPIIb, que 
controla de manera importante la expresión plaquetaria de GPIIb/IIIa en 
condiciones fisiológicas. 
 
c) En la línea celular humana MEG-01, el tratamiento con ésteres de forbol induce 
la diferenciación megacariocítica. Este proceso se acompaña de un incremento 
en la expresión superficial de GPIIb/IIIa paralelo al aumento de los niveles 
estacionarios de mensajeros de GPIIb y GPIIIa. 
 
3.2.-La mutación C674R de GPIIb ejerce un efecto dominante negativo sobre la 
expresión de subunidades normales. Este efecto es el resultado de la 
competición de complejos mutantes [674R]GPIIb/IIIa y normales en alguna 
etapa del tráfico intracelular hacia la membrana plasmática. 
 
3.3.-La chaperona BiP del retículo endoplasmático se asocia establemente a 
[674R]GPIIb y a otras formas mutadas de GPIIb, pero no a las formas normales 
de GPIIb o GPIIIa. Esta observación permite concluir que la interacción de la 
chaperona BiP con las subunidades mutadas limita la expresión superficial de 
este receptor. 
 
4.-Los estudios de mutagénesis de residuos específicos de GPIIb o de GPIIIa nos 
permiten afirmar: 
 
4.1.-El puente disulfuro intracatenario 674-687 de GPIIb es esencial para mantener 
una tasa de expresión superficial de GPIIb/IIIa normal, pero no está involucrado 
en los procesos de activación y señalización bidireccional del receptor. La 
sustitución por alanina de la cisteína 687 de GPIIb, produjo efectos similares a 
los obtenidos con la sustitución de la cisteína 674; no obstante, el resultado 
aditivo de la sustitución de ambas cisteínas indica la existencia de efectos no 
dependientes de la sola ausencia del puente disulfuro 674-687. 
 
4.2.-La mutagénesis del residuo 324 E de GPIIb ha demostrado que la incapacidad 
de [324K]GPIIb para formar heterodímeros con GPIIIa no es debida a la 
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ausencia de glutámico, sino a la presencia de un residuo con carga positiva en 
esta posición. 
 
4.3.-Los segmentos transmembranar y citoplásmico de GPIIIa son imprescindibles 
para la expresión superficial normal de complejos GPIIb/IIIa. 
 
4.4.-La deleción de los residuos 616-690 del extremo carboxi-terminal extracelular 
de GPIIIa confiere activación constitutiva al receptor GPIIb/IIIa. Células CHO 
que expresan este receptor mutante se adhieren a fibrinógeno inmovilizado, se 
agregan espontáneamente en presencia de fibrinógeno soluble y fijan el 
anticuerpo monoclonal PAC-1 que reconoce específicamente epítopos 
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